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1. INTRODUCCION

La gingivitis es considerada la forma mas comun de las enfermedades
periodontales, causada principalmente por la presencia de placa bacteriana que
genera, a la vez, una respuesta inflamatoria de la mucosa gingival de caracter
reversible, sin consecuencias posteriores en los estados iniciales [1]. Se estima que
las tasas de prevalencia de esta enfermedad son muy altas, ya que mas de las tres
cuartas partes de la poblacion la padece; en el caso particular de México alrededor

del 80% de las personas padecen dicha enfermedad [2].

La terapia contra la gingivitis apunta primariamente a la disminucién del factor
etiolégico que reduce o elimina la inflamacion, principalmente se emplean agentes
antimicrobianos en conjunto con una adecuada higiene oral, de este modo se
alcanza la mejoria de los tejidos gingivales.

Existen diferentes tipos de agentes antimicrobianos utilizados para el tratamiento de
enfermedades gingivales, sin embargo, en la actualidad el digluconato de
clorhexidina constituye uno de los mas eficaces y de mayor empleo en odontologia.
Este es un agente antimicrobiano tépico de amplio espectro que pertenece al grupo
de las biguanidas, es activo frente a bacterias Gram-positivas, Gram-negativas,
hongos y facultativos anaerobios y aerobios [3]. Debido a las propiedades
relacionadas con su carga eléctrica, la clorhexidina se une a la pared bacteriana,
aumenta su permeabilidad, perfora la membrana y/o precipita componentes
intracelulares. Muchos agentes catidnicos poseen este mecanismo de accién, sin
embargo la ventaja de la clorhexidina sobre los otros componentes es su capacidad
para unirse fuertemente a muchos sitios de la cavidad oral. Este agente
antimicrobiano se utiliza en diversas formas farmacéuticas como geles y enjuagues

bucales, entre otras [4].
El latex de chicozapote representa una alternativa econdmica e innovadora para
la dosificacion del digluconato de clorhexidina para el tratamiento de la gingivitis, ya

que este producto se utiliza Unicamente para la produccién de chicles en la industria
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alimentaria, mientras que en la industria farmacéutica aun no ha sido explotado para

dichos fines.

El presente trabajo se realizd con la finalidad de desarrollar comprimidos de
liberacion controlada de digluconato de clorhexidina para el tratamiento de la
gingivitis a base de latex de chicozapote que fueran eficaces e innovadores en
comparacién con las formas farmacéuticas ya existentes en el mercado,
considerando también que el latex es producido de manera natural por el arbol de
Chicozapote de forma periédica, lo que representa una fuente de empleo para los

chicleros del pais, ademas de una fuente de materia prima constante.

2. GENERALIDADES

2.1.ENCIA
La encia es la parte de la mucosa masticatoria que recubre los procesos alveolares

y rodea la porcién cervical de los dientes. Una de sus funciones principales, es
proteger los tejidos subyacentes y el aparato de inserciéon, compuesto por el

ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar (Figura 1) [5].

La encia es un tejido de
proteccion, blando y
queratinizado que rodea al
diente a nivel cervical. Esta se
divide en dos partes: en encia
libre y en encia adherida o

insertada.

i

Figura 1. Partes de la encia [6]

La encia libre es de color rosa,
tiene una superficie opaca y es
firme. Se compone del tejido gingival. En el lado vestibular y lingual de los dientes,
la encia libre se extiende desde el margen gingival en sentido apical hasta el surco

gingival libre, que esta ubicado en un nivel que corresponde al nivel de la unién o

12



limite cemento-esmalte. Este surco suele ser mas acentuado en la zona vestibular
de los dientes, con mas frecuencia en las regiones incisivas y premolares del maxilar

inferior.

Entre la encia libre y la superficie dental se encuentra una hendidura o surco
gingival, el cual en pacientes sin problemas periodontales tiene una profundidad de

1-3 mm.

En estado de salud la encia sigue el contorno festoneado de los cuellos de los

dientes y de la unién cemento-esmalte, la cual esta cubierta por el tejido gingival.

La encia adherida o insertada tiene una consistencia firme, es de color rosa y suele
mostrar un punteado delicado que le da el aspecto de una cascara de naranja,
presente en aproximadamente en un 40 % de los adultos. Esta firmemente adherida
al hueso alveolar y cemento subyacentes por medio de fibras de tejido conectivo y

es, por lo tanto, relativamente inmovil en relacidn con el tejido subyacente [6].

La encia es resistente a lesiones mecanicas, quimicas y térmicas gracias a su
consistencia firme relacionada con el aparato de fibras supra-alveolares y a la
queratinizacion del epitelio gingival [7]. La encia clinicamente sana tiene las
siguientes caracteristicas:

a) Color: Es de color rosa palido, el color depende de tres factores: el aporte
vascular, grosor y grado de queratinizacion del epitelio. El color varia entre
las personas y parece relacionarse con la pigmentacion de la piel, ademas
se puede modificar por la presencia de pigmentaciones melanicas y por el
flujo sanguineo a través de los tejidos.

b) Textura: La encia es rugosa y granulada, presenta una superficie regular con
puntilleo que da un aspecto de cascara de naranja; que esta dado por la inter-

digitacion del epitelio con el tejido conectivo.
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c) Forma: Depende del contorno y tamano de los procesos alveolares y de la
cresta alveolar, y éstas dependen de la forma y posicion de los dientes. La
punta de la papila gingival es la parte mas incisal u oclusal de la encia.

d) Consistencia: La encia debe ser firme, resistente y ligada con firmeza a los

tejidos duros subyacentes [8].

2.2.GINGIVITIS

Las enfermedades periodontales constituyen un grupo heterogéneo de alteraciones
de los tejidos de proteccidn y soporte de los dientes que son en su gran mayoria de
origen bacteriano y de caracter inflamatorio; por el tipo de tejido que afectan pueden
ser clasificadas en gingivitis si se limitan al tejido de proteccién, o periodontitis si
estan involucrados los tejidos de soporte, los cuales incluyen ligamento periodontal
y hueso [9].

La gingivitis es la inflamacion de la encia y es considerada la entidad mas comun
de las enfermedades periodontales, causada en un gran numero de casos por la
presencia de placa bacteriana que genera, a la vez, una respuesta inflamatoria de
la mucosa gingival de caracter reversible, sin consecuencias posteriores, a
diferencia de la periodontitis donde existe una perdida irreversible, moderada o

avanzada, del tejido y hueso alveolar, como se observa en la Figura 2 [10].

La enfermedad gingival es entonces una patologia compleja que se encuentra
confinada a la encia, se localiza exclusivamente sobre ésta y no afecta de ningun

modo al hueso ni al periodonto.

., | &
Periodonttis Periodontitis
lerada severa

Figura 2. Desarrollo de la enfermedad gingival hasta la periodontitis severa [10]
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2.2.1. Caracteristicas clinicas

Los signos clinicos de la gingivitis incluyen cambios de color, tamafio y textura de la
encia y sangrado durante el sondeo. Este ultimo se refiere al proceso de introducir
una sonda periodontal hasta el “fondo” de la bolsa gingival aplicando una fuerza
leve y desplazarla con suavidad a lo largo de la superficie (raiz) del diente, como se
observa en la Figura 3. Si el retiro de la sonda provoca sangrado, se considera que
el sitio examinado esta inflamado.

En muchos de los casos el sangrado al sondeo

R) ;- es un signo mas temprano de la inflamacion que

los cambios de color de la encia. Se debe
evaluar la presencia o ausencia de sangrado aun

30-60 segundos después de sondear.

El sangrado al sondeo se relaciona con el estado

Figura 3. Sangrado durante el sondeo [11]  inflamatorio de los tejidos gingivales.

Los signos clasicos de la inflamaciéon pueden apreciarse simplemente con la
inspeccion visual, lo que facilita el diagnostico solamente con la exploracion del
paciente. Para su deteccidbn es necesaria la sonda periodontal, que ayuda a

estimular el sangrado y a detectar el componente inflamatorio de las bolsas [11].

La gingivitis puede quedar perfectamente establecida a partir del séptimo dia de
acumulacién de placa. Se pueden observar las alteraciones histolégicas asociadas
desde los 5 dias aproximadamente, pero clinicamente no se observan cambios
notables, sin embargo, a los 7 u 8 dias, se puede observar el desarrollo clinico de
la gingivitis. Las alteraciones observadas se deben a la vascularidad aumentada y
a la mayor permeabilidad de los vasos sanguineos [12]. Segun la localizacién de los
signos en la encia, la gingivitis va a poder clasificarse como generalizada o
localizada, segun esté afectando a todos los dientes de la boca o solo altere la encia
que rodea a un grupo determinado o a un diente exclusivamente [13]. Es importante

destacar que en la gingivitis la placa bacteriana siempre esta presente en el inicio,
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aunque no obligatoriamente en grandes cantidades, pero siempre va a ser la

encargada de iniciar o exacerbar la severidad de la lesion [14].

La comparacion de las caracteristicas clinicas de la encia sana y con gingivitis se

presenta en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas clinicas de la encia sana y con gingivitis [11, 12,13]

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA GINGIVITIS

ENCIA SANA ENCIA CON GINGIVITIS

COLOR Rosa pélido Rojo/azul violaceo

La encia se adapta a los Formacion de bolsas,
TAMANO cuellos de los dientes, hay crecimiento hacia las coronas,
ausencia de bolsas aumento de tamafio

FORMA Festoneado Falta de adaptacion a los
cuellos, perdida del Festén
CONSISTENCIA Firme Blanda

SANGRADO Ausencia de sangrado al Sangrado al estimulo

estimulo

Estas son las caracteristicas clinicas de la enfermedad gingival de manera general,
sin embargo existen factores como sexo, edad, habitos higiénicos, etc., que pueden
provocar una clinica menor o mas llamativa. En suma, estos factores tienen el
potencial para modificar la microbiota de la placa, la presentacion clinica, la

progresion de la enfermedad y la respuesta al tratamiento [15].
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Las caracteristicas clinicas de la gingivitis, como el enrojecimiento de la encia,
tumefaccion y el sangrado al sondeo pueden ser reversibles con una adecuada

eliminacion de la placa bacteriana mediante medidas eficaces de higiene bucal.

2.2.2. Etiopatogenia

Se ha llegado a la conclusién de que todo el proceso gingival tiene lugar como
consecuencia del intento de las células de la encia de defenderse de la amenaza
que suponen las bacterias de la placa bacteriana. La placa bacteriana es la flora
microbiana establecida en la cavidad oral y que normalmente vive en armonia con
el organismo [16]. Esta es una biopelicula que describe a la comunidad microbiana
relativamente indefinible asociada a la superficie dentaria.

Por agregacion de bacterias en la superficie dental, los microrganismos de la

cavidad oral pueden volverse patogenos.

La maduracion de la placa bacteriana pasa por cuatro fases:

e Fase 1: Desde unos minutos hasta 2 horas de acumulacion de placa se forma
un depdsito de glicoproteinas salivales en las superficies dentales y otras
estructuras duras de la cavidad oral, denominada pelicula adquirida.

e Fase 2: El primer dia se desarrollan microrganismos como cocos Gram
positivos (S. mitis, S. sanguinis, S. oralis), bacilos (A. odontolycus, A.
viscosus, A. naeslundii) y produccion de polisacaridos extra celulares.

e Fase 3: Del segundo al cuarto dia ocurre una disminucién de streptococos y
un aumento de subespecies de Actinomyces, bacilos y cocos Gram
negativos.

e Fase 4: Después de una semana se desarrollan espiroquetas y bacilos

moviles.

Se debe observar que el flujo salival, el liquido crevicular (el cual fluye hacia afuera
del surco gingival o de las bolsas periodontales), la descamacion epitelial, el

desplazamiento mecanico por la masticacion y la higiene oral, son factores que

17



influyen en el desarrollo de las bacterias [17]. Los mecanismos de defensa del
huésped son importantes para limitar las cantidades de bacterias en la placa
bacteriana y prevenir asi dafios al endotelio gingival. Una especie bacteriana debe
superar varios obstaculos del huésped para colonizar un sitio subgingival. Entre las
caracteristicas encontradas en una encia sana se encuentra un infiltrado de células
inflamatorias, predominantemente de neutrdéfilos asociados al epitelio de union, y

linfocitos en el tejido conectivo subyacente.

Dentro de los mecanismos de defensa que evitan que la encia enferme ante los
efectos nocivos de los microrganismos causantes de la enfermedad periodontal se
encuentran: el efecto antimicrobiano de los anticuerpos, la funcién fagocitaria de los
neutrofilos y macrofagos, la barrera epitelial intacta, el flujo del fluido crevicular, el
efecto perjudicial del complemento sobre los microrganismos y la descamacion

regular de las células epiteliales de la cavidad oral [18].

La inflamacion de las encias, llamada gingivitis, se inicia como consecuencia de las
sustancias toxicas que irritan la encia que son liberadas por la placa bacteriana

supragingival y por mediadores de la respuesta inflamatoria del huésped.

Cronolégicamente lo primero que ocurre es que una inadecuada técnica de higiene
oral permite la acumulacidn de placa sobre el surco gingival ante lo cual la encia va
a responder generando un cuadro de gingivitis. Dentro de los 10 a 20 dias de
acumulacion de placa, se establecen los signos de esta enfermedad en la mayoria
de las personas [19]. La enfermedad inicia y se mantiene por factores como la
acumulacién de placa microbiana en la superficie dentaria adyacente a los tejidos
gingivales que pone a las células del epitelio en contacto con productos de desecho,
enzimas y componentes superficiales de bacterias colonizantes. Las sustancias
microbianas estimulan a las células epiteliales para que produzcan citoquinas pro
inflamatorias y otros mediadores quimicos de la inflamacion, estos inician una
respuesta inflamatoria produciendo la inflamacién en los tejidos y por lo tanto se

genera la gingivitis [20]. En general, se puede decir que el origen de la gingivitis es
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bacteriano, ésta se produce como consecuencia de la exposicion de los tejidos a la
placa bacteriana, lo que desencadena la respuesta inflamatoria que se traduce
clinicamente en una gingivitis. Cualquier individuo al que se le prive de toda medida

de higiene, acaba desarrollando gingivitis [21].

2.2.3. Prevalencia

La inflamacion gingival esta considerada como la segunda causa de morbilidad
bucal en el ambito internacional [22]. Se estima que las tasas de prevalencia de esta
enfermedad son muy altas, ya que mas de las tres cuartas partes de la poblacion la
padece, o bien presentan un alto riesgo a enfermar por esta causa. En el caso
particular de México alrededor del 80% de las personas han padecido dicha
enfermedad en algun momento de su vida [23]. Su comportamiento a nivel mundial
es variable, haciéndose mas evidente y grave en poblaciones adultas y en ancianos,
no obstante puede ser observada desde edades tempranas. En cuanto a su
frecuencia, estudios previos reportan tasas de prevalencia por gingivitis sumamente
variables, que van desde 40 hasta 99 casos por cada 100 sujetos examinados [24].
Este comportamiento se debe a su condicién multifactorial, ya que de acuerdo con
el tiempo y grado de exposicion a los diferentes factores de riesgo, hacen que su
frecuencia sea mayor o menor a la esperada, e indica un nuevo potencial para la

vision extensa sobre los mecanismos de causalidad de la enfermedad gingival [25].

De acuerdo con la prevalencia de inflamacién de la mucosa gingival observada en
la poblacién Mexicana, se muestra que es una enfermedad que al igual que en
muchos paises no ha podido ser controlada y que su manifestacion se da en amplios
sectores de la poblacién [26]. La gingivitis puede detectarse en un 50% de los
individuos mayores de 19 afios, la presentan el 54% de los individuos entre 19 y 44
afnos, el 44% de los sujetos entre 45 y 64 afos, y el 36% de las personas mayores
a 65 anos. Solo el 15% de la poblacion de mas de 19 afios no presenta ningun tipo
de alteracion gingival, lo cual pone de manifiesto la trascendencia del problema ante

el que nos hallamos [27].
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El interés por las enfermedades gingivales se basa no tanto en su gravedad, sino
en su enorme prevalencia entre la poblacién [28]. Los cuadros de inflamacion
gingival se detectan con elevada frecuencia entre la gente, se establece que es

visible en un rango del 20-80 %, variando segun la edad, sexo y raza [29].

2.2.4. Tratamiento

Las enfermedades gingivales son una de las principales formas de los procesos que
nos vamos a encontrar en el periodonto y su elevada prevalencia hace necesario el
desarrollo de una adecuada estrategia de tratamiento para poder limitar su

trascendencia [30].

Las enfermedades gingivales son condiciones reversibles que desaparecen una vez
que se elimina la causa. Cabe deducir que, si el principal factor etiolégico de todos
estos cuadros es la presencia de placa bacteriana, su eliminacion mecanica sera la

base del tratamiento que debe seguir el paciente [31].

En general, el objetivo del tratamiento es eliminar la placa bacteriana y crear las
condiciones para que el paciente pueda mantenerse libre de ella en forma
permanente. Una vez realizado el diagnoéstico y el pronéstico, se confecciona el plan
de tratamiento con una visidon en conjunto y no solo en funcion de las piezas
dentarias en forma individual [32]. Ciertos factores locales y generales pueden
exacerbar y modificar la respuesta del paciente a la presencia de la placa, y la
enfermedad gingival ser el resultado de ambas circunstancias, por lo que se hace
ademas necesario el control de los factores concomitantes para la resolucion de la

gingivitis.

Sin duda alguna, la higiene oral constituye la base del tratamiento para erradicar la
enfermedad. Por lo tanto, las medidas mas simples para prevenir y controlar estas
enfermedades son el cepillado diario, al menos dos veces al dia junto con el uso de
una crema dental, el uso de hilo dental o cepillos interdentales para la limpieza entre

los dientes y finalmente el uso de un enjuague bucal con agente antibacteriano
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preferentemente [33]. El control de la placa es imprescindible no solo para el
tratamiento sino para el mantenimiento a largo plazo de los resultados del mismo,
sin embargo, cuando existe una gingivitis establecida la higiene oral no es suficiente
para erradicarla y se debe de hacer uso de un tratamiento farmacolégico para su

erradicacion.

En el caso de la gingivitis avanzada, la eliminacion de la placa también ha
demostrado ser insuficiente en la resolucion del cuadro, por lo que se hace un

recontorneado quirurgico de la encia (Figura 4) [34].

2.2.4.1. Tratamiento Farmacoldgico

Como se menciond anteriormente, la gingivitis es
una enfermedad de caracter reversible, la terapia
apunta primariamente a la disminucién del factor
etiolégico que causa la inflamacién, es decir, a la
disminucion de la placa bacteriana, por
implementacion de una adecuada higiene oral, sin
embargo, en muchos casos ésta no es suficiente
para disminuir las bacterias de la placa y se debe
de hacer uso de agentes antimicrobianos que
pueden potenciar el tratamiento, de este modo se
alcanza indudablemente la mejoria de los tejidos

gingivales.

Los componentes inflamatorios de la gingivitis
Figura 4. Contorneado quirdrgico de la  inducida por placa bacteriana son manejados en

eneia >4 forma efectiva por la mayoria de los pacientes con
un programa de control de placa bacteriana en conjunto con el tratamiento

farmacolégico adecuado.
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El uso de agentes topicos antibacterianos disminuye la placa bacteriana y esta
comprobado que son altamente beneficiosos para la prevencion y tratamiento de la
gingivitis. La terapéutica antimicrobiana es importante para eliminar las bacterias a
las cuales no se puede llegar por medios instrumentales. La administracion
sistémica de antimicrobianos tiene algunos inconvenientes; para obtener una
concentracion efectiva del farmaco antimicrobiano en la encia después de la
administracién sistémica, se requiere de varias tomas durante un lapso de tiempo
prolongado. Algunos trabajos de investigacion han demostrado que la
administracion  sistémica de algunos antimicrobianos puede alcanzar
concentraciones terapéuticas en el sitio de infeccion, sin embargo, estas
concentraciones son mantenidas por un corto periodo después de una dosis Unica
y la dosis empleada es capaz de producir efectos sistémicos indeseables. Ademas
cuando se emplean antibidticos de amplio espectro existe un alto riesgo de inducir
resistencia bacteriana y se puede afectar la flora bacteriana normal [35]. Con la
administracién local de antimicrobianos para el tratamiento gingival se pueden
alcanzar concentraciones mas elevadas que las alcanzadas por via sistémica
empleando dosis menores, lo cual puede reducir la absorcion sistémica y disminuir

el riesgo de efectos adversos.

Los microorganismos patdgenos son susceptibles ante una gran variedad de
antisépticos y antimicrobianos. Los meétodos comunmente empleados para
administrar y/o transportar antimicrobianos dentro de la encia son: enjuagues,
administracién sistémica, y aplicacion local usando dispositivos de liberacion
controlada y sostenida. El éxito de los sistemas de liberacion de farmacos disefiados
para el tratamiento de las enfermedades gingivales depende de su habilidad para
liberar los agentes antimicrobianos hacia la encia, alcanzando dentro de ella
concentraciones terapéuticas. Las técnicas comunmente usadas para administrar
farmacos antimicrobianos que pretenden cumplir con lo anteriormente expuesto son

comparadas en la Tabla 2 [36].
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Tabla 2. Comparacion de sistemas de liberacion de farmacos para el tratamiento de la gingivitis [35]

ENJUAGUES IRRIGACION SISTEMA DE SISTEMA DE
BUCALES SUBGINGIVAL LIBERACION LIBERACION
SOSTENIDA CONTROLADA

ALCANCE DEL
SITIO DE ACCION

CONCENTRACION REGULAR
DE FARMACO
ADECUADA

DURACION POBRE POBRE REGULAR BUENO
ADECUADA DE LA
TERAPIA

En cuanto a los farmacos, un numero de agentes orales de enjuague y de sistemas
de liberacion controlada han sido probados en estudios clinicos. Sin embargo, para
ser aceptados por la ADA, Consejo de Terapia Dental, como un agente efectivo para
el tratamiento de la gingivitis, el producto debe disminuir la placa y demostrar una
reduccion significativa de la inflamacién gingival al menos por un periodo de seis
meses. El agente debe ser seguro y no inducir efectos colaterales adversos. Solo
algunos farmacos han sido aceptados por la ADA para el control de la gingivitis,

estos son: salicilato de metil timol, triclosan y digluconato de Clorhexidina [37].

2.3. DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA

Existen diferentes tipos de agentes antimicrobianos utilizados para el tratamiento de
enfermedades gingivales, sin embargo. en la actualidad el digluconato de
clorhexidina constituye uno de los mas eficaces y de mayor empleo en odontologia
debido a su capacidad de unirse fuertemente a muchos sitios de la cavidad oral.

Es una bisbiguadina cationica de alta sustantividad; entendiendo por sustantividad

a la habilidad de un agente para unirse a las superficies tisulares y liberar a través
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del tiempo, en dosis adecuadas, su principal ingrediente activo. Su uso en
odontologia, inicialmente, fue para la desinfeccion de la boca y en endodoncia. La
inhibicion de la placa por la clorhexidina fue primero investigada en 1963, pero el
estudio definitivo fue realizado por Loe y Schiot [38], este estudio demostré que un
enjuague de 60 segundos, dos veces al dia, con 10 mL de una solucidon de
digluconato de clorhexidina al 0.2 % (una dosis de 20 mg), en ausencia del cepillado
dental normal, inhibia la neoformacion de placa bacteriana y el desarrollo de
gingivitis. Tantos estudios siguieron que el digluconato de clorhexidina es hoy uno

de los compuestos mas investigados en odontologia.

En 1985 la Asociacion Dental Americana y la Junta de Terapéutica Dental aprobaron
agentes quimioterapéuticos para el control de la gingivitis y de la placa
supragingival. Solamente dos antimicrobianos fueron aceptados: el Listerine®
compuesto por fenol y aceites esenciales de eucalipto, en un vehiculo
hidroalcoholico, y el digluconato de clorhexidina [39]. Hasta ahora el digluconato de
clorhexidina es el mas estudiado y eficaz para inhibir la placa bacteriana y erradicar
y prevenir la gingivitis. Se puede decir que representa lo mas cercano que la
investigacion ha llegado a identificar como sustancia quimica que pueda usarse
como sustituto mas que como complemento de la higiene bucal por medios

mecanicos (cepillado) [40].

2.3.1. Propiedades Fisicoquimicas

El digluconato de clorhexidina es una biguanida con una estructura molecular
bicationica, compuesta por dos anillos cloro fenilicos y dos grupos de biguanida
conectados por un anillo central de hexametileno, unida a un grupo digluconato
(Figura 5). Este compuesto es una base fuerte y bicationica a un pH mayor de 3.5,
con dos cargas positivas a cada extremo del puente hexametileno (Figura 6). Es la
naturaleza bicationica de la clorhexidina la que le hace extremadamente interactiva

con los aniones, lo cual es relevante para su eficacia y seguridad [41].
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Figura 5. Estructura quimica del digluconato de clorhexidina [41]
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Figura 6. Localizacion de las cargas en la estructura quimica y su origen

Sus caracteristicas fisicoquimicas se describen en la tabla 3.

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas del digluconato de Clorhexidina [41]

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

SOLUBILIDAD Altamente soluble en agua (98 % a
25°C)

*NOTA: Se considera el punto de fusién de la clorhexidina debido a que para la obtencién del termograma, que
se menciona mas adelante, el digluconato de clorhexidina se pone a secar en una caja Petri, quedando
unicamente clorhexidina hidratada que es la que se somete a DSC.
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2.3.2. Espectro de actividad y mecanismo de accion

Tiene una amplia accion antimicrobiana sobre una vasta gama de bacterias Gram
positivas y negativas. También es eficaz frente a hongos y levaduras, incluidas las
candidas y contra algunos virus. Los siguientes microorganismos muestran una alta
susceptibilidad ante este farmaco: Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Staphylococcus, Candida albicans, Escherichia coli, Salmonella typhi y bacterias
anaerobicas. Las cepas de Proteus, Pseudomonas, Klebsiella y coccos Gram
negativos muestran una gran susceptibilidad a la clorhexidina [42]. Su mecanismo
de accidn consiste en desestabilizar y penetrar las membranas de las células
bacterianas. La clorhexidina precipita el citoplasma e interfiere con la funcion de la
membrana, inhibiendo la utilizacién de oxigeno, lo que ocasiona una disminucion de

ATP y la muerte celular.

En las bacterias Gram negativas, la clorhexidina afecta la membrana exterior
permitiendo la liberacion de las enzimas periplasmaticas. La membrana interna de
estos microorganismos no es destruida, pero si es impedida la absorcion de
pequenas moléculas [43]. La clorhexidina es una sustancia antimicrobiana potente,
pero esto por si solo no explica la accién anti placa. Esta tiene la capacidad de
unirse fuertemente a las membranas celulares bacterianas debido a las propiedades
relacionadas con su carga eléctrica. Las moléculas de clorhexidina cargadas
positivamente se unen a la pared celular bacteriana gracias a la carga negativa de
ésta, conferida principalmente por los grupos fosfatos en los lipopolisacaridos y a

los carboxilos en las proteinas.

En bajas concentraciones esto origina una permeabilidad incrementada con
filtracion de los componentes intracelulares, ocasiona la perforacion de la
membrana vy lisis del contenido citoplasmatico. En concentraciones mas altas, la
clorhexidina penetra rapidamente la pared celular bacteriana por difusion pasiva y
provoca la precipitacion de proteinas y acido nucleico, causando la muerte

bacteriana [44].
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La ventaja de la clorhexidina sobre los otros componentes es su capacidad para
unirse fuertemente a muchos sitios de la cavidad oral. Esta sustantividad es la que
permite ejercer su funcion de manera que se produce un mecanismo de liberacién
sostenida y mantiene una accion antibacteriana que limita la proliferacién

bacteriana.

Alcanza su maxima eficacia a un pH neutro o ligeramente acido. Para aumentar su

eficacia se emplean combinaciones de clorhexidina con soluciones alcohdlicas [45].

2.3.3. Dosis

El digluconato de clorhexidina se presenta en varias formas farmacéuticas,
incluyendo geles, sprays y enjuagues bucales, siendo estos ultimos los mas
utilizados en odontologia. En Europa se presentaron por primera vez para usarlos
dos veces al dia en soluciones acuosas/alcohdlicas al 0.2% de clorhexidina.
También se presenté un enjuague con clorhexidina al 0.1%. Sin embargo, se
plantearon cuestiones sobre la actividad de éste ultimo y en algunos paises se ha
observado que la eficacia del producto es menor de lo que se podria esperar. Mas
adelante, en Estados Unidos se fabricé un enjuague al 0.12%, pero para mantener
la dosis casi 6ptima de 20 mg derivados de los 10 mL de los enjuagues al 0.2% se
recomendaron enjuagues de 15 mL (dosis de 18 mq). Los estudios revelaron una

buena eficacia [46].

Es decir que, para alcanzar el efecto terapéutico se utilizan 15 mL de una solucion
de digluconato de clorhexidina al 0.12% durante minimo 30 segundos 2 veces al
dia, es decir 36 mg al dia. Se recomienda no enjuagar con agua inmediatamente

después y no ingerir alimentos hasta después de media hora del enjuague.
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2.4. LATEX DE CHICOZAPOTE

El latex es una sustancia natural producida por diferentes especies de plantas, se
forma en células especializadas llamadas células laticiferas o en una serie de
vesiculas, encontrandose principalmente en las hojas y en la corteza; existen
reportadas mas de 2000 especies productoras de latex en el mundo que prosperan

en las zonas tropicales y subtropicales.

El latex natural fue obtenido a partir de muchas especies hasta el siglo XX. Sin
embargo, el arbol de Chicozapote se ha establecido como la principal fuente de hule
comercial en nuestro pais. Actualmente el 99% de latex natural producido en México

es extraido de este arbol [47].

El arbol de chicozapote (Manilkara zapota) pertenece a la familia de las sapotaceas
y es nativo de la regidn del sur de México y Centroamérica, de él se obtiene el latex
natural que es un polimero gomoso que sirve como materia prima para la fabricacién

de chicle. Su clasificacion cientifica es resumida en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificacion cientifica del arbol de Chicozapote [48]

REINO Plantae
FILO Magnoliophyta
CLASE Magnoliopsida
ORDEN Ebenales
FAMILIA Sapotaceae
GENERO Manilkara
ESPECIE M. zapota

Por su escasa produccion, México dispone casi exclusivamente de mercado interno.
El hule sdlido es la principal forma de comercializacién y en menor cantidad en forma

liquida (latex).
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A pesar de que desde 1935 se comenzo a explotar el arbol del chicozapote para
producir y exportar chicles, el latex de chicozapote ha sido econdmicamente
importante en los ultimos afios en nuestro pais, principalmente para la region de
Quintana Roo, en la cual se ha dado una mayor explotacién de este para la

fabricacion de chicle 100 % natural [48].

2.4.1. Recoleccién

La recoleccion del chicle se lleva a cabo entre julio y febrero que es la época de
lluvias. Las plantaciones de latex natural emplean trabajadores llamados picadores

quienes recolectan el latex de los arboles.

Por las mafanas el picador corta un estrecho canal en el tronco del arbol entre 1.20
y 1.50 m arriba del suelo. El canal se hace en zigzag (Figura 7). Al final del corte se
coloca una canaleta de metal en forma de U, la cual llega a un recipiente hondo.
Por la tarde, los chicleros recogen el kilogramo y
medio (aproximadamente) de latex que ha brotado
y lo transportan a plantas de procesamiento.

Cabe mencionar que el Manilkara zapota no se
explota hasta que alcanza los 25 afos, y puesto
que necesita cicatrizar la escarificacion de los
cortes antiguos, sélo puede drenarse cada arbol

una vez cada dos o tres anos.

El hule natural es un material estéril en el arbol pero

se contamina por la accion de microorganismos

durante la pica. Estos microorganismos que

Figura 7. Canal en la superficie del

tronco del arbol de chicozapote parala  incluyen especies de bacterias y hongos, se
recoleccioén de latex [49]

multiplican rapidamente bajo las condiciones del
tropico, produciendo grandes cantidades de acidos y causando el deterioro del latex.
Para evitar esto se estabiliza el latex agregando una solucion de amoniaco,

posteriormente se centrifuga para obtener un latex de hule natural concentrado que
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contiene aproximadamente 60% de hule, el cual puede comercializarse
directamente. Para preservar este latex se adiciona un conservante secundario
como bactericida, el cual puede ser pentaclorofenato, disulfuro de tetrametiltiuram

(TMTD), dimetilditiocarbamato sddico u 6xido de zinc [49].

2.4.2. Composicion

El Iatex obtenido del arbol de chicozapote es un nanocompuesto complejo formado
por proteinas, fosfolipidos y una mezcla excepcional de trans y cis-poliisopreno,

siendo este ultimo el de mayor cantidad en la mezcla (97%).

El latex de chicozapote contiene: 92-94% cis-1,4-poliisopreno lineal (Figura 8),
lipidos neutros (2.4%), glicolipidos y fosfolipidos (1%), proteinas (2.2%),
carbohidratos (0.4%) y otros compuestos quimicos de P, C, N, O, S, Ca, K, Mg, Cu
y Fe, ya sea por su papel en la biosintesis del latex o simplemente porque son

absorbidos desde el suelo (0.3%).

Fo et
\ ; i
/ \

C=cC
HaC X

Figura 8. Estructura del cis-1,4-poliisopreno [50]

Su peso molecular promedio esta alrededor de 1x10°> a 1x10° Da. La proporcion de
moléculas de alto peso molecular se incrementa con la edad del arbol. Sus
propiedades unicas a menudo se asignan al gran peso molecular del polimero base,
asi como a sus singularidades quimicas. Las caracteristicas plasticas del latex
natural son resultado de una configuracién geométrica cis del 1,4-poliisopreno. El
latex contiene alrededor del 45% en peso de nanoparticulas de hule, las cuales

presentan un amplio rango de diametro, desde 10-2000 nm, y estan rodeadas por
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una mezcla compleja de proteinas, lipidos y acidos grasos de cadena larga, que
imparten carga negativa. Entonces en general, el latex es una dispersion coloidal

en la que las particulas cargadas negativamente se suspenden en un suero.

Como se observa en la Figura 9, las moléculas hidrofébicas de hule, estan
protegidas del medio hidrofilico por una capa compleja de proteinas y lipidos

(triglicéridos, esteroles, etc.).

Hidrocarburos

Fosfolipidos

Proteinas

Figura 9. Esquema de una particula de latex [50]

El latex natural es insoluble en agua, bases o acidos débiles, y soluble en
disolventes organicos como benceno, tolueno, gasolina, aceites vegetales, aceites
minerales, tetracloruro de carbono, sulfuro de carbono, etanol, etc. Con estos se

vencen las fuerzas intermoleculares entre las cadenas poliméricas [50].

3. JUSTIFICACION

En la actualidad la gingivitis es considerada la forma mas comun de las
enfermedades periodontales y es causada principalmente por la presencia de placa

bacteriana que genera una respuesta inflamatoria de la mucosa gingival de caracter
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reversible. Se estima que las tasas de prevalencia de esta enfermedad son muy

altas, en México mas de las tres cuartas partes de la poblacion la padece [23].

La terapia contra la gingivitis apunta a la disminucion de la placa bacteriana, por
implementacion de una adecuada higiene oral, sin embargo, en muchos casos ésta
no es suficiente para disminuir las bacterias de la placa y se debe de hacer uso de
agentes antimicrobianos que pueden potenciar el tratamiento, de este modo se

alcanza indudablemente la mejoria de los tejidos gingivales.

Para el tratamiento de la gingivitis existen distintos tipos de antimicrobianos, en la
actualidad el digluconato de clorhexidina constituye uno de los mas eficaces y de
mayor empleo en la terapéutica. Este es un agente antimicrobiano tépico de amplio
espectro que pertenece al grupo de las biguanidas, es activo frente a bacterias

Gram-positivas, Gram-negativas, hongos y facultativos anaerobios y aerobios.

Hasta ahora el digluconato de clorhexidina es el farmaco mas estudiado y eficaz
para inhibir la placa bacteriana y erradicar y prevenir la gingivitis. Se puede decir
que representa lo mas cercano que la investigacion ha llegado a identificar como
sustancia quimica que pueda usarse como sustituto mas que como complemento
de la higiene bucal por medios mecanicos (cepillado). Este agente antimicrobiano

se utiliza en formas farmacéuticas como geles y enjuagues bucales.

En el presente trabajo se propone el desarrollo de un sistema compresible de
liberacién modificada de digluconato de clorhexidina a base de latex de chicozapote
para el tratamiento de la gingivitis, que sea masticable como un chicle y que asi
permita dar un efecto local y sistémico, con la finalidad de proponer una alternativa

innovadora para la dosificacion del digluconato de clorhexidina.
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4. HIPOTESIS

Si se desarrolla un sistema compresible de liberacion controlada de digluconato de
clorhexidina a base de latex de chicozapote que sea masticable, se caracteriza y
comprueba su posible funcionalidad a través de pruebas de liberacién in vitro,

entonces se podra obtener una alternativa terapéutica innovadora y eficaz.
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5. OBJETIVOS

5.1.0BJETIVO GENERAL

Desarrollar un sistema compresible y masticable a base de latex de chicozapote
como sistema de liberaciéon controlada de digluconato de clorhexidina para el

tratamiento de la gingivitis.

5.2.0BJETIVOS PARTICULARES

e Caracterizar el latex de chicozapote por medio de pruebas fisicas y quimicas
con el fin de conocer sus propiedades.

e Determinar la cantidad adsorbida de digluconato de clorhexidina por gramo
de latex por medio de la construccién de una isoterma de adsorcion para
establecer las cantidades de cada componente y poder disefiar los
comprimidos.

e Llevar a cabo la preparacién de comprimidos de latex de chicozapote con
digluconato de clorhexidina por compresion directa para su posterior estudio
de liberacion.

e Realizar los perfiles de liberacion in vitro utilizando el aparato Stomacher 80
para determinar el mecanismo de liberacion del farmaco.

e Determinar si el comprimido obtenido tiene el potencial para ser utilizado

como un medicamento innovador y eficaz para el tratamiento de la gingivitis.
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6. MATERIALES Y METODOLOGIA EXPERIMENTAL

6.1.Materiales
Los materiales utilizados para el presente estudio se describen en la tabla No. 5.

Tabla 5. Reactivos, equipos y materiales utilizados en la metodologia experimental

REACTIVOS EQUIPOS
Agua Destilada e Agitador magnético (Bransteed, EUA)
Digluconato de clorhexidina 20 % e Balanza analitica (Boeco® BBC32,
(Sigma Aldrich ®) Alemania)
Latex de chicozapote (Chicza®) e Centrifuga EBA 12, (Bransted, EUA)

e Termobalanza MB45 (OHAUS, EUA)

e Viscosimetro BROOK-RVDV
(Alemania)

e C(Calorimetro DSCQ 10 (TA
Instruments, EUA)

e Stomacher ® 80 (Lab-Blender, EUA)

e Espectrofotémetro UV-VIS (Varian®
Cary IE, Australia)

e Nanosizer (Coulter N4 Plus, Reino
Unido)

e Ultrasonicador (Branson 5210, EUA)

e Tableteadora (Carver Press
Laboratory, EUA)

MATERIALES

Vasos de precipitado de 50, 100, 250 mLy 1 L
Agitador de vidrio

Tubos de ensaye con tapa

Gradilla

Cajas Petri

Matraces volumétricos de 25 mL

Espatula

Probeta de 100 mL

Tubos eppendorf

Bolsas para stomacher®

Pipetas volumétricas de 0.5,1,2,3,5y 10 mL
Tamiz No. 20 y 30
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6.2.Diagrama de flujo de la metodologia experimental

El siguiente diagrama de flujo muestra un esquema general de la ejecucién de las

etapas involucradas en el desarrollo de este trabajo.

ONTROLADA DE DIGLUCONATO DE CLORHEXIDINA A BASE
E LATEX DE CHICOZAPOTE PARA EL TRATAMIENTO DE LA
GINGIVITIS

IESARROLLO DE UN SISTEMA COMPRESIBLE DE LIBERACIO

isicoquimica del latex

; Caracterizacion
de Chicozapote

btencion de la Isoterma de
sorcion de Clorhexidina e
Latex de Chicozapote

' Preparacion de los

comprimidos

' Morfologia ' Obtencion de

, Perfiles de liberacion
in vitro

Analisis de Resultados y
Conclusiones

Termogramas



6.3. Analisis al Latex de Chicozapote

Se llevd a cabo mediante las siguientes pruebas:

6.3.1. Variacién del peso del latex en dispersion en funcién del tiempo
hasta su secado

Se pesaron 3 muestras de aproximadamente 56 g de LC en su forma de dispersion

en cajas Petri. Estas se dejaron secar durante varios dias hasta llegar a un peso

constante. Se registro el peso de las cajas cada dia durante 5 dias.

6.3.2. Porcentaje de humedad
Para determinar el % de agua contenido en el LC se pesaron y colocaron 500 mg
de latex en la charola de aluminio de la termobalanza. Se registré el porcentaje de

humedad en funcién del tiempo, hasta que no se observé ningun cambio en éste.

6.3.3. pH
El pH del LC se midi6 directamente en la dispersion con el potenciometro Corning

pH-meter 340. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

6.3.4. Viscosidad
La viscosidad se determiné utilizando el viscosimetro Brookfield con la aguja No. 1
a 50 rpm (n=3).

6.3.5. Gravedad Especifica
Se determind utilizando un picnémetro de vidrio. Se pesé el picnometro vacio, el

picnédmetro con agua y el picndmetro con LC. Se aplico la siguiente férmula (n=3):

peso del picnémetro con muestra (g) — peso del picnémetro vacio(g)

peso del picnémetro con agua (g) — peso del picnémetro vacio(g)
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6.3.6. Tamafo de particula
El tamafio de particula promedio del LC se determind por la técnica de dispersion
dinamica de la luz mediante el uso de un contador submicronico (Nanosizer N4 Plus)
de rayos laser a un angulo de 90° por 180 segundos y a una temperatura de 25 °C.
Se diluyeron 50 uL del LC en 25 mL de agua desionizada. Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

6.4.0btencion de la isoterma de adsorcion de clorhexidina en latex de

chicozapote

Para obtener la isoterma de adsorcidn se realizo el siguiente procedimiento:

1. Mezclar los componentes como se indica en la tabla 6.

2. Agitar durante 3 min cada sistema hasta homogenizarlo.

3. Tomar 1.5 mL de cada sistema utilizando una pipeta graduada y colocarlos
en un tubo eppendorf.

4. Centrifugar los tubos eppendorf a 17 800 rpom durante 1 hora.

5. Tomar 0.5 mL de cada tubo eppendorf, colocarlos en un matraz aforado de
25 mL y aforar con agua destilada.

6. Tomar 0.5 mL de los matraces anteriores, colocarlos en un matraz aforado
de 25 ml y aforar con agua destilada.

7. Obtener la absorbancia de cada uno de los matraces anteriores por medio
del espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 232 nm.

8. Realizar los calculos necesarios para obtener la isoterma de adsorcion.
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Tabla 6. Cantidades utilizadas para la obtencién de la Isoterma de Adsorcion de clorhexidina en latex de

Chicozapote

TUBO | DCH (mL) [ LC (mL) | AFORO (mL)
1 55 10 20
2 5 10 20
3 45 10 20
4 4 10 20
5 35 10 20
6 3 10 20
7 25 10 20
8 2.3 10 20
9 2 10 20
10 1 10 20
11 0.7 10 20
12 0.5 10 20

6.5.Preparacion de los comprimidos de latex de chicozapote y digluconato

de clorhexidina

El procedimiento que se utilizé para preparar los comprimidos de latex de

chicozapote y digluconato de clorhexidina se describe a continuacion:

1.
2.

N o o &

Preparar el sistema No. 11 como se indica en la tabla No. 6.

Realizar los pasos del 2 al 7 del procedimiento para obtener la isoterma de
adsorcién sefialada con anterioridad.

Realizar los calculos necesarios para determinar los mg de digluconato de
clorhexidina adsorbida por gramo de latex en el sistema No. 11.

Colocar en una charola los 20 mL del sistema No. 11.

Dejarlos secar durante 3 dias.

Pesar 1 g de la masa obtenida en la balanza analitica.

Colocarlos en la matriz, previamente lubricada con talco, de la tableteadora
Carver-Press®.

Comprimir a 0.5 toneladas.

Repetir 5 veces el paso 6 al 8.
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6.6.0Obtencion de termogramas
Se obtuvieron los termogramas de los comprimidos, del latex seco y de CH,
utilizando el Calorimetro DSC Q 10. Se pesaron 3 mg de cada muestra en celdas
de aluminio no herméticas. Las celdas fueron selladas y colocadas en el equipo de
calorimetria previamente ajustado y calibrado. Los barridos se llevaron a cabo en
un rango de temperatura de -100 a 100 °C, a una velocidad de calentamiento de 10

°C/min, bajo un flujo de nitrdgeno de 50 mL/min.

6.7.Morfologia por MEB
Las muestras de latex seco, de latex con DCH en dispersion (sistema 11 de la tabla
No. 6) y de los comprimidos se observaron bajo microscopia electronica de barrido
para evaluar su morfologia. Las muestras se extendieron sobre un cubreobjetos y
estos se sometieron a una camara de vacio durante 3 mina 1.2 kV, 10 mA y 0.15
torr de presién para ser recubiertos con una pelicula de oro de aproximadamente
20 nm de grosor. Se observaron a diferentes campos y se obtuvieron las

micrografias.

6.8.Estudios de liberacion IN VITRO
El procedimiento para realizar los estudios de liberacion in vitro se llevo a cabo como

se describe a continuacion:

1. Ajustar el STOMACHER 80 a 40 rpm.

2. Colocar 70 mL de agua destilada en la bolsa del
aparato.

Colocar el comprimido en la bolsa.
Encender el aparato.

5. Tomar 3 mL del contenido de la bolsa a los 0, 1, 5,
10, 15, 30, 45, 60, 75 y 90 min (Reponer el volumen
sacado agregando 3 mL de agua destilada en cada
toma).

Colocarlos en tubos previamente etiquetados.

7. Tomar 1 mL de cada tubo, colocarlo en un matraz

Figura 10. STOMACHER 80

aforado de 25 mL y aforar con agua destilada.
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Realizar por triplicado el paso anterior
Obtener la absorbancia de las muestras por medio del espectrofotometro UV-Vis a
una longitud de onda de 232 nm

10. Realizar los calculos necesarios para determinar la liberacion de DCH

7. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

7.1.Caracterizacion fisicoquimica del latex de chicozapote
Las caracteristicas basicas tales como: pH, tamafo de particula, % de agua,

apariencia, viscosidad, entre otras, proporcionan informacion acerca del

comportamiento y propiedades de LC (Figura 11).

Figura 11. Dispersién de latex de chicozapote

Los resultados de estas pruebas se resumen enlatabla7y 8

Tabla 7. Variacion del LC en funcion del tiempo hasta llegar a un peso constante

peso (g)
Charola Dia1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
1 56.006 38.788 34.870 34.576 34.576
2 55.828 38.846 34.905 34.668 34.666
3 55.946 38.259 34.997 34.743 34.743
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Tabla 8. Propiedades fisicoquimicas del latex de chicozapote. n=3

PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DEL LATEX DE CHICOZAPOTE

pH 4.11+0.01
Viscosidad (cP) 9.44 +0.006
GE 1.05+£0.015
Tamano de particula (nm) 970+ 1.155
Densidad (g/mL) 1.05+0.010
% de Humedad 51.42 + 0.007

El latex contiene alrededor del 45% en peso de nanoparticulas de hule, las cuales
presentan un amplio rango de diametro, desde 10-2000 nm, en el caso particular
del LC las nanoparticulas presentan un diametro de 970 nm como se observa en la
Tabla 8 [51]. Las nanoparticulas estan rodeadas por una mezcla compleja de
proteinas, lipidos y acidos grasos de cadena larga, que imparten carga negativa, lo
que le da al latex propiedades acidas, por lo que el pH obtenido para el LC (4.11)

cumple con dicha condicion [52].

En las Tablas 7 y 8 se puede observar que alrededor del 45 % del LC esta
compuesto por particulas de hule y el resto es el suero en el cual se encuentran
suspendidas, representado como % de humedad, tal como indica la literatura que
sefiala que el latex es una dispersion en la que las particulas suspendidas
constituyen alrededor del 45 % del latex [53]. Por lo que al secarse se obtiene de

chicle (hule) unicamente alrededor del 50 % en peso del 100 % de latex.

Debido a la composicion del LC en cuanto al % de humedad y a su densidad (1.052
g/ml), la gravedad especifica de éste es muy similar a la del agua y su viscosidad
es muy poca (9.44 cP) debido también a las proporciones tan elevadas de agua en

su composicion (Tabla 8) (Anexo A-3).
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7.2. Isoterma de adsorcién de clorhexidina en latex de chicozapote y
elaboracion de los comprimidos
Todos los solidos tienen la propiedad de adsorber en su superficie moléculas,
atomos o iones que se encuentren a su alrededor, como se observa en la Figura 12
[54].

\ \

ADSORCION

Figura 12. Proceso de adsorcién de una particula sobre una superficie [54]

La adsorcién puede estar causada por fuerzas inespecificas relativamente débiles
(fuerzas de Van Der Walls) y en tal caso se denomina adsorcion fisica. Pero también
puede deberse a fuerzas de valencia especifica mas fuertes, en cuyo caso se
denomina adsorcion quimica. La adsorcion fisica es rapida y reversible, pudiendo
producirse una adsorcién de varias capas. Mientras que la adsorcion quimica es
especifica, puede necesitar una energia de activacion y por consiguiente es lenta 'y

no tan facilmente reversible [55].

La cantidad de material adsorbido en un sistema depende de la temperatura y la
concentracion de dicho material. Si la temperatura se mantiene constante durante
el experimento el grado de adsorcion puede estudiarse como funciéon de la

concentracion y generar asi lo que se conoce como isoterma de adsorcion [56].

La isoterma de adsorcion de clorhexidina en LC se elaboré con la finalidad de
conocer la cantidad de clorhexidina adsorbida por gramo de LC, para determinar las
proporciones adecuadas de dichos componentes para preparar los comprimidos.

Los resultados se resumen en la Tabla 13 y se muestran en la Figura 13.
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Tabla 9. Cantidades utilizadas para la isoterma de adsorcion de clorhexidina en latex de chicozapote

1 5.5 10 20 0.5527 1100 553.59 5.11 55 108.31
2 5 10 20 0.4614 1000 542.06 5.11 50 106.06
3 45 10 20 0.3767 900 524.13 5.11 45 102.55
4 4 10 20 0.3762 800 424.70 5.11 40 83.10
5 35 10 20 0.2911 700 407.07 5.11 35 79.65
6 3 10 20 0.2427 600 354.00 5.11 30 69.26
7 25 10 20 0.2314 500 264.94 5.11 25 51.84
8 23 10 20 0.2242 460 232.00 5.11 23 45,39
9 2 10 20 0.2167 400 179.20 5.11 20 35.06
10 1 10 20 0.027 200 163.07 5.11 10 31.90
11 0.7 10 20 0.0238 140 106.13 5.11 7 20.77
12 0.5 10 20 0.0231 100 66.67 5.11 5 13.04
120
* +
100 L
L2
—
o O *
5
o »
E &0
L
40 .
]
20
»
0 ' ' ' ' - I mg/mL
0 10 20 30 50 60

Figura 13. Isoterma de adsorcion de digluconato de clorhexidina en latex de chicozapote

La IUPAC reconoce 6 tipos de isotermas de adsorcién. En la Figura14 se muestran

los esquemas de cada una de ellas.
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Tipo Tipo 11 Tipo III

Cantidad adscahida
Cantidad adscrbida
Cantidad adscrbida

] I PPo 0

Tipo IV

1 MPo 0 1 FFfo

Cantidad adscrh ida
Cantidad ads cob ida
Cantidad ads orb ida

] 1PPo D 1 P/Po a 1 PfPo

Figura 14. Representacion esquematica de los diferentes tipos de isotermas de adsorcion

Cada tipo de isoterma de adsorcion se adecua a un modelo matematico que intenta
explicar el comportamiento de ésta. Como se puede observar en la Figura 14, la
isoterma obtenida de clorhexidina en latex de chicozapote podria ser de tipo IV, que
corresponde a la isoterma de Freundlich y que se expresa matematicamente como:

x/m = kcl/m

Al adecuar los datos a este modelo se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 10. Valores obtenidos para la isoterma de Freundlich

LogY
2.03466856
2.02555162
2.01093566
1.91960102
1.90118578
1.84048249
1.71466499
1.65696018
1.54481191
1.50379068
1.31743650
1.11527759

Log C
1.74036269
1.69897000
1.65321251
1.60205999
1.54406804
1.47712125
1.39794001
1.36172784
1.10103000
1.20000000
0.84509804
0.69897000
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Isoterma de Freundlich
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Figura 15. Isoterma de Freundlinch

Como se observa en la Figura 15 los datos se adecuan al modelo matematico
implementado (r? = 0.9802) por lo que la isoterma de adsorcion de clorhexidina en
LC efectivamente es una isoterma de tipo Freundlinch. Este tipo de isoterma
presenta un incremento de la cantidad adsorbida importante a concentraciones
relativas intermedias de adsorbente y ocurre mediante un mecanismo de llenado en
multicapas, ademas es caracteristica de una adsorcidén de tipo fisica sobre una
superficie porosa, es decir que la clorhexidina se adsorbe a las particulas de latex

de una manera rapida y reversible.

Para proceder con la elaboracion de los comprimidos masticables tipo chicle, que
permitan dar un efecto local, se eligieron las proporciones del sistema No. 11
(senalado con amarillo en la tabla No. 13), debido a que la dosis para alcanzar el
efecto terapéutico del digluconato de clorhexidina es de 18 mg 2 veces al dia y este
sistema es el que mas se acerco a dicha cantidad, ya que se adsorben 20 mg de
clorhexidina por g de latex. También se tomo6 en cuenta que el peso de un chicle
comercial es de 1 g por pieza, y se consideré dicho peso para elaborar los
comprimidos de clorhexidina y latex de chicozapote, por lo que el sistema 11 cumple
con ambos requisitos, provee aproximadamente la dosis terapéutica de clorhexidina

y el peso de un chicle comercial [57].
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Los comprimidos masticables que se obtuvieron por compresion directa se
muestran en la Figura 15.

Figura 16. Comprimidos de digluconato de clorhexidina a base de latex de Chicozapote

7.3. Caracterizacion de los comprimidos de digluconato de clorhexidina a
base de latex de chicozapote
Dentro de las pruebas realizadas a los comprimidos no se eligieron pruebas como
dureza, friabilidad o desintegracién debido a que dichas pruebas se realizan para
evaluar la funcionalidad y calidad total de comprimidos convencionales y los
comprimidos obtenidos no son de tipo convencional sino que son comprimidos
masticables tipo chicle [58].

7.3.1. Morfologia

Estudios de MEB se realizaron sobre muestras de latex seco, latex con la dosis
terapéutica de digluconato de clorhexidina en dispersion y sobre los comprimidos,

obteniéndose las micrografias mostradas en la Figura 16.
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1. O

Figura 17. Micrografias a 10,000 x del latex seco (A), de un comprimido de digluconato de clorhexidina a base
de latex de chicozapote (B) y del latex con digluconato de clorhexidina en dispersion (sistema 11, tabla 13) (c)

En la Figura 16 inciso A se observan formaciones con aspecto de superposicion de
placas, morfologia propia del latex, tal como lo han reportado diversos autores [59].
En el inciso B se observan particulas mas amorfas y con mayor aglomeracion que
las particulas del inciso A, este cambio de morfologia del latex se debe a la
presencia del digluconato de clorhexidina que interacciona con el poliisopreno
contenido en éste. Se observa también que la morfologia interna de los comprimidos
es de tipo porosa y que dentro de ésta hay una estructura que podria ser un cristal
laminar de clorhexidina (sefialado con color rojo), lo que nos muestra que
efectivamente la clorhexidina se adsorbié en la superficie porosa de las particulas
del hule tal como se mostrd con anterioridad en la isoterma de adsorcion. En cuanto
al inciso C, se observan particulas amorfas correspondientes a las particulas de
latex y de digluconato de clorhexidina, similares a las del inciso B pero menos
aglomeradas que éstas debido a que las particulas del inciso C se encuentran en

dispersion y no secas y comprimidas como en el inciso B.
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7.3.2. Analisis por Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)
El analisis por calorimetria diferencial de barrido, ademas de ser una técnica
empleada para caracterizar sustancias, nos indica especificamente la pureza de
una muestra y si existen o no interacciones entre los componentes de una mezcla.
Se llevaron a cabo estudios calorimétricos para evaluar la interaccion entre el LC y
el digluconato de clorhexidina en los comprimidos, asi como para verificar la
identidad del digluconato de clorhexidina. La Figura 17 muestra el termograma
obtenido por calorimetria diferencial de barrido (DSC) del digluconato de
clorhexidina, en este se puede observar un pico endotérmico caracteristico a 100-
120 °C, que corresponde al punto de fusion de la clorhexidina [60]. La variacion del
punto de fusidn respecto al reportado en la literatura (132-136°C) puede deberse a
la humedad presente en la muestra, debido a que para la obtencion del termograma
se tomo una muestra de la solucion de digluconato de clorhexidina y se dejo secar
en una caja Petri para posteriormente obtener la clorhexidina en estado sélido, por

lo que pudieron quedar moléculas de agua en ésta.
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Figura 18. Termograma obtenido por calorimetria diferencial de barrido (DSC) del digluconato de clorhexidina

La figura 18 muestra los termogramas obtenidos del latex de chicozapote seco y del

comprimido de digluconato de clorhexidina a base de LC.
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Figura 19. Termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido (DSC) del latex de chicozapote seco
(color verde) y del comprimido de digluconato de clorhexidina a base de latex de chicozapote (color morado)

En los termogramas (Figura 18) se pueden observar picos endotérmicos a - 82 y
37-50 ° C, que corresponden a la temperatura de transicién vitrea (Tg) y al punto de
fusion del cis-1,4-poliisopreno respectivamente, que es el polimero que compone

mayoritariamente al LC [61].

Como se puede apreciar en la Figura 19 los picos endotérmicos de la Tg y del punto
de fusion del poliisopreno se pueden observar en ambos termogramas, tanto en el
LC como en el comprimido con digluconato de clorhexidina, sin embargo se observa
un ligero movimiento en el pico del punto de fusion del comprimido en comparacion
con el mismo evento del latex de chicozapote, lo que nos indica una posible
interaccién entre las moléculas del latex de chicozapote y el digluconato de
clorhexidina, probablemente entre las aminas de cada extremo del puente de
hexametileno de la clorhexidina y en diferentes sitios del polimero lineal cis-1,4-

poliisopreno contenido en el LC.
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7.4. Evaluacién de la funcionalidad de los comprimidos de digluconato de
clorhexidina a base de latex de chicozapote

Los tratamientos terapéuticos para el cuidado de la salud deben de cumplir con los
requisitos y demandas que exigen las normas bajo las cuales se rige el sector
farmacéutico [62]. Las pruebas de liberacién son una de las pruebas mas
importantes que nos hablan de manera indirecta sobre la funcionalidad de una forma
farmacéutica solida. Dado que la absorcidn del farmaco en el organismo y su
biodisponibilidad dependen de obtener el farmaco en estado disuelto, y para ello
éste necesita ser liberado, las caracteristicas adecuadas de liberacion son una
propiedad importante de un comprimido satisfactorio. Aunque la eficacia y la
funcionalidad de una forma farmacéutica deben de ser demostradas por medio de
estudios in vivo y por evaluaciones clinicas, esta prueba in vitro proporciona un paso

hacia la evaluacién de su funcionalidad [63].

7.4.1. Perfil de liberacién in vitro

Se obtuvo el perfil de liberacion in vitro de los comprimidos de digluconato de
clorhexidina a base de LC, utilizando el STOMACHER® 80 a 40 rpm debido a que
se buscé simular los movimientos de la boca al masticar y a que cuando se trata de
un chicle se dice que éste es masticado aproximadamente 40 veces por minuto [64].
El volumen del medio fue de 70 mL debido a que asi se garantizé que el perfil de
liberacidn se obtuviera bajo condiciones Sink, ya que éstas se presentan cuando el
volumen del medio es de 5 a 10 veces mayor que el volumen necesario para

preparar una solucion saturada del farmaco (solubilidad) [65].

El perfil obtenido se describe en la Figura 19 (Anexo A-4). A partir de este grafico
se puede observar que hay una liberacion de clorhexidina del comprimido de latex
de chicozapote que practicamente asegura la liberacion total del farmaco, siendo
esta aproximada a un 99 %, lo cual indica que la clorhexidina estaria totalmente
disponible para su disolucién y para presentar su efecto terapéutico durante el
proceso de masticacién del comprimido. Se considera que una masticacion de 30

min es la media normal de un chicle por consumidor.
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Figura 20. Perfil de liberacion de Clorhexidina a partir del sistema compresible a base de latex de Chicozapote.
Dénde n=3

7.4.1.1. Mecanismo de liberacion

Existen diferentes modelos matematicos para explicar el mecanismo de liberacion
de farmacos a partir de diferentes sistemas farmacéuticos. Sin embargo, los
modelos mas utilizados son el modelo matematico propuesto por Peppas y el de
Higuchi para sistemas matriciales, por lo que se intenté adecuar los datos del perfil

de liberacion obtenido a estos modelos.

El modelo de Peppas intenta explicar el mecanismo de liberacién de farmacos para
predecir erosion y/o disolucién de la matriz, en este modelo semi-empirico la

dependencia de la velocidad de liberacion con el tiempo se expresa como:

Mt_Ktn
Moo

Donde k es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas
del mecanismo y n es el exponente de liberacidn que indica, de acuerdo con el valor
que tome, cual es el mecanismo de liberacion y el tipo de disolucién que ocurre. El
valor de n es la pendiente de la ecuacion en funcion logaritmica, cuando n = 0.5 el
mecanismo de la liberacion es la difusion fickiana, cuando n esta entre 0.5 y 1

existirdn dos mecanismos y se dice que el fendmeno de transporte es anémalo,
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cuando n = 1 se trata de un mecanismo de transporte caso Il independiente de cero

que corresponde al orden cero (Tabla 10) [66].

Tabla 11. Mecanismos de liberacién de acuerdo al valor del exponencial n de Peppas [66]

Valor del exponencial N Mecanismo de liberacién Vel. en funcion del

tiempo (t)
0.5 Difusién Fickiana t0->
0.5<n<1 Difusion anémala t"1
1 Transporte Caso Il Orden cero

Al adecuar los datos a este modelo, se obtuvieron los siguientes resultados:

0.1

-0.1
-0.2

-0.3 o " y =0.2277x-0.8806
- R?=0.8972

In Mt/Moo

-0.4

05 n=02277

-0.6 ®
-0.7
Int

Figura 21. Modelo de Peppas

Tabla 12. Resultados de la regresién lineal ajustada al modelo cinético de Peppas

r2 0.8972
m (n) 0.2277
b -0.8806
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En cuanto al modelo de Higuchi, éste es el mas reportado para describir la velocidad
de liberacion controlada de un farmaco en un sistema matricial. Si bien esta
ecuacion fue luego modificada y extendida para diferentes geometrias y

caracteristicas de las matrices, la ecuacidon del modelo es la siguiente:

Mt
—_— = 1/2
Moo K.t

Esta ecuacion esta propuesta para las matrices inertes o insolubles y establece que
la liberacion del principio activo es una funcion de la raiz cuadrada del tiempo y entre
los factores que la influencian se incluyen la solubilidad del farmaco, la porosidad y

la superficie de la matriz inerte [67].

Al aplicar dicha ecuacién a los datos obtenidos para el perfil de liberacion se

obtuvieron los siguientes resultados:

1.2
1 e
0
°
°
0.8
o..
. :
o
2 06 y=0.074x +0.4747
= ° R* = 0.8645
0.4
0.2
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9

t"1/2

Figura 22. Modelo de Higuchi
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Tabla 13. Resultados de la regresion lineal ajustada al modelo cinético de Higuchi

Parametros Valores

r? 0.8645
m (n) 0.074
b 0.4747

Como se puede observar en las Figuras 20 y 21 los resultados evidenciaron que el
perfil de liberacion de clorhexidina a partir del comprimido de LC no presenta un
buen ajuste a los modelos evaluados, debido a que en el caso del modelo de Peppas
el valor del exponente (0.2277) no corresponde a ninguno de los intervalos descritos
(Tabla 10), ademas de que el valor de r? es menor a 0.90 por lo que él sistema no
es lineal y por lo tanto no se adecua al modelo, y en el caso del modelo de Higuchi
el valor del coeficiente de correlacion es muy bajo (0.8645), lo que indica la

existencia de varios procesos simultaneos al fendmeno de difusién de clorhexidina.

Este resultado puede deberse a que el proceso de liberacién se da en dos etapas

tal como se observa en la Figura 22.

1.2
[ ]
08 v =0.0016x + 0.8876
' R?=0.9004
o hd
Z
= 04 _.
= ®  v=0.0289x+04171
R% =0.9782
04
0.2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 B0
Tiempo (min)

Figura 23. Modelo bifasico
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A partir de los resultados obtenidos en la Figura 22 se determiné que el perfil de
liberacion podria ajustarse a un modelo bifasico, debido a que los coeficientes de
correlacion obtenidos son mucho mayores en comparacion con los obtenidos con
los modelos de Peppas y Higuchi, caracteristica que distingue a varios tipos de
formas de dosificacién farmacéutica de liberacion controlada, como es el caso de
estos comprimidos. Para determinar los coeficientes de correlacion se tomaron
solamente los 3 primeros puntos y después los siguientes 4 puntos debido a que
estos tendian a formar una linea recta, para asi obtener dos rectas que se

adecuaran al modelo.

Con lo anterior puede decirse que la liberacion de clorhexidina puede ser mejor
explicada por un proceso en dos fases: en la primera fase existe una liberacion
rapida del farmaco cargado en los primeros minutos (efecto burst) que puede
deberse a la difusion de las moléculas que se adsorbieron sobre la zona mas
superficial de la estructura hacia el medio de disolucion, lo que se ve mayormente
favorecido por el movimiento mecanico de masticado, por lo que puede decirse que
sucede un acople del proceso de difusion del farmaco y relajacion de las moléculas
poliméricas constituyendo un sistema de difusion elastico. En una segunda fase el
proceso de liberacién es mas lento, lo que puede deberse a que en su estructura
interna el latex forme regiones de encapsulamiento que retienen algunas moléculas
de clorhexidina lo que retarda la liberacion del farmaco, o a que debido a su
estructura interna el agua penetre mas lentamente que en el area superficial

haciendo mas lento y sostenido el proceso de liberacion.
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8. CONCLUSIONES

Se logré conocer las propiedades fisicoquimicas del latex de chicozapote a través
de pruebas de caracterizacion, a su vez se establecieron las cantidades de éste (10
mL), de digluconato de clorhexidina (0.7 mL) y de agua (c.s) Optimas para la
obtencion de los comprimidos mediante la isoterma de adsorcion.

Con lo anterior, se logré desarrollar un sistema compresible y masticable de
liberacion controlada de digluconato de clorhexidina, a base de latex de
chicozapote, para el tratamiento de la gingivitis.

También se determind el mecanismo de liberacion bifasico del farmaco por medio
de la prueba de liberacion in vitro realizada a dicho sistema, misma que evidencid
que éste es capaz de liberar la clorhexidina de forma controlada mediante el proceso
de masticaciéon lo que garantiza un efecto local, ya que se pretende colocar en el
sitio donde se requiere el efecto terapéutico. Al mismo tiempo se logré comprobar
que el farmaco es liberado hasta un 99 % del sistema compresible, por lo que se
puede estimar su funcionalidad.

Al caracterizar el sistema compresible se logré establecer que éste tiene el potencial
para ser utilizado como un medicamento que represente una alternativa terapéutica

innovadora comparado con los ya existentes en el mercado.
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9. PERSPECTIVAS

Incluir al sistema compresible excipientes que mejoren su formulacién, como
algun saborizante, un colorante, entre otros, a fin de mejorar la estética y
funcionalidad del mismo y asi obtener un sistema completo que se pueda
caracterizar por pruebas con consumidores.

Realizar otras pruebas a los sistemas compresibles como contenido quimico
y su distribucién en el comprimido, estudios farmacocinéticos y pruebas de
liberacion in vivo, entre otras, para evaluar su calidad y funcionalidad
Evaluar la factibilidad de escalamiento industrial, para determinar si es o no

posible la produccion del comprimido a gran escala.
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11. ANEXOS

Anexo A-1 Barrido de DCH
En la figura 23 se muestra el barrido de digluconato de clorhexidina obtenido para

determinar la longitud de onda éptima para trabajar.

Figura 24. Barrido de digluconato de clorhexidina para determinar la longitud de onda 6ptima

Anexo A-2 Curva de calibracién del digluconato de clorhexidina

Enla Tabla 11 Se presentan los valores obtenidos experimentalmente para construir

la curva de calibracion, asi como los parametros estadisticos de la misma.
La figura 24 muestra la curva de calibracion asi como la ecuacién obtenida que

obedece a una relacion directamente proporcional entre la concentraciéon de

digluconato de clorhexidina y la Absorbancia, donde se puede observar que se
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obtuvo un coeficiente de correlacion del 0.9979, por lo que se puede decir que el

99.79% de los puntos se ajustan a la ecuacion de la linea recta.

Tabla 14. Valores obtenidos para la curva de calibracién del DCH asi como los pardmetros estadisticos de la misma

COMNCENTRACION ABSORBAMNCIA

22.4
22.4
22.4
16
16
16
12.8
12.8
12.8
9.6
9.6
9.6

6.4
6.4
6.4
3.2
3.2
3.2

1.1292
1.1612
1.1604
0.8189
0.8027
0.7992
0.6733

0.634
0.6302
0.4653
0.4665
0.4838
0.4169
0.4162
0.4161
0.3355

0.211
0.3107
0.1534
0.1454
0.15336

Pomedio
desvesta

FACTOR

Conc. REAL FACTOR

0.05041071 21.6666667
0.05183929 22.2868217
0.05180357 22.2713178
0.05118125 15.0331008
0.05016875 15.33591473
0.04995 15.2713178
0.05260156 12.8313953
0.04953125 12.0697674
0.04923438  11.9956124
0.04846875 8.8003876
0.04859375 8.82364341
0.05091667 9.25581395
0.0521125 7.8624031
0.052025 7.84883721
0.0520125 7.84689922
0.05242188 6.28488372
0.04859375 5.81007752
0.04854688 5.80426357
0.0479375 2.75581395
0.046375 2.65891473
0.0495625 2.856058915
0.05020416 Promedio
0.0017356 desvesta
3.45708149 %c.v

19.1876255
19.1929226
19.1927337
15.1147891
15.1094397
19.1082555
19.0574712
19.0274881
19.0354237
18.9133626
15.9145625
18.9357896
15.8592063
18.8583300
18.8582053
18.7328874
18.6819213
18.6812474
17.96458889
179172152
15.0112309
15.8269099

0.3935582
2.09040251

Absorbancia

1.4
1.2

0.8
0.6
0.4
0.2

y=0.0516x-0.0112
R%*=0.9979

10

15
[mg/mL]

20

25

Figura 25. Curva de calibracion del digluconato de clorhexidina

66



Anexo A-3. Valores obtenidos para determinar la GE y el % de humedad

Tabla 15. Datos utilizados para determinar la Gravedad Especifica del latex.

1

PICNOMETRO PESO (g)
solo

con agua

con latex

GE
44.89
69.74 1.05
71.14

PICNOMETRO
solo

con agua

con latex

2

PESO (g)

44.84
69.95
71.03

GE

3
PICNOMETRO PESO(g)  GE
solo 44.84
104 |conagua 69.57
con latex 7117

Tabla 16. % de humedad de 3 muestras de Latex de Chicozapote en funcion del tiempo

Minutos

7

10
15
20
25
30
35
40

% de humedad % de humedad % de humedad
(muestra 2)

(muestra 1)
30.45
34.91
43.83
49.15
50.66
51.23
51.42
51.42

30.42
35.00
43.90
49.73
50.82
51.20
51.41
51.41

(muestra 3)
30.43
34.90
43.84
49.17
50.65
51.42
51.42
51.42

1.05
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Anexo A-4 Valores utilizados para obtener el perfil de liberacion in Vitro.

En la tabla 14 se muestran los valores utilizados para la construccién del perfil de
liberacion in vitro

Tabla 17. Resultados del perfil de liberacion in vitro

T (min) Mt (mg) | Mt Moo T (min) Mt/Moo*100
(prom) | (mg)

1 0.32 0.3107 20.0367 |1 1.550488188

1 0.317

1 0.295

5 11.1 11.0000 | 20.0367 |5 54.89925986

5 11

5 10.9

10 14.36 14.6400 | 20.0367 |10 73.06592403

10 15

10 14.56

15 16.93 16.7833 | 20.0367 | 15 83.76296163

15 16.87

15 16.55

30 18.6 18.6067 | 20.0367 |30 92.86292986

30 18.92

30 18.3

45 19.48 19.3533 | 20.0367 | 45 96.58942507

45 19.36

45 19.22

60 20.01 19.9733 | 20.0367 | 60 99.68374699

60 20.03

60 19.88

75 20.04 20.0233 | 20.0367 |75 99.93328908

75 20.01

75 20.02

90 20.04 20.0367 | 20.0367 |90 100

90 20.04

90 20.03
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