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ABSTRACT

Technological innovations in the field of Dentistry currently relate Nano-science to
possible solutions to a variety of oral health problems. Nano-science rely on
nanotechnology to obtain systems that bring benefits to the clinical area of dentistry.
It is then that nano-dentistry will make it possible to maintain oral health using nano-
biomaterials. These compounds may have a potential use in diagnostic, prevention
or treatment of oral diseases from caries, periodontal problems, malocclusion,
lesions of soft tissues and even to enhance aesthetics or the mechanical, biological
and optic properties of dental materials of ceramic, metallic, organic or hybrid nature.
Currently, nanomaterials are materials with structurally basic units, particles, fibers
and other components preferably smaller than 100 nm in at least one dimension.
These nanomaterials include nanopatrticles, nanocrystals, nanofibers, nanorods, and
nanofilms. Various nanomaterials with excellent properties have been extensively
researched within the biomedical area.

The objective of this work is the development of modified release systems of drugs
with a potential value in pharmaceutical applications and especially in the dental area
in the treatment of periodontal disease, generating nanometric-sized systems with
the ability to control the release of active ingredients. under certain physiological
conditions. For the development of these systems two techniques were used, the
electrospinning with which it is possible to obtain nanofibers and the emulsion-
diffusion technique to obtain nanoparticles or nanocapsules. These systems were
loaded with an antimicrobial drug, as the chlorhexidine base. In the case of the
nanocapsules an essential oil (Eugenol) was used, in addition to observing whether
is possible to enhance the antimicrobial effect of the drug. The systems were
characterized physicochemically determining their morphology and size by scanning
electron microscopy in both cases, also the size and polydispersity index of the
nanoparticles and nanocapsules were determined by the light scattering method, for
both methods the Process Efficiency to obtain the nanosystems were determined, in
addition to determining the Entrapment Efficiency, high-performance liquid
chromatography (HPLC), to quantify the amount of active ingredient present in the
nanosystems was calculated, the thermal behaviour of the nanosystems was

monitored by differential scanning calorimetry. The release profile of the active
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ingredient model was obtained using an in vitro simulation model of the conditions of
the periodontal pocket. To evaluate the effectiveness of the nanosystems, panel tests
were performed on volunteers with moderate-severe periodontal disease,
determining the percentage of reduction of the dentobacterial plaque after specifically
applying a formulation. Concluding that the nanosystems obtained, in particular, the
nanocapsules, due to their characteristics, can be an alternative in the treatment of
periodontal disease by demonstrating a significant effect on the decrease of the
dentobacterial plaque, in addition to being easy to handle. The release profile of the
active ingredient model was obtained using an in vitro simulation model of the

conditions of the periodontal pocket.




RESUMEN

Las innovaciones tecnolégicas en el area Odontolégica procuran desde las
nanociencias dar solucion a una amplia diversidad de problemas en el cuidado de la
salud bucal. Las nanociencias se apoyan de la nanotecnologia para obtener
sistemas que traigan consigo beneficios al area clinica de la odontologia. La nano-
odontologia hara posible el mantenimiento de la salud bucal empleando nano-
biomateriales. Estos pequefios compuestos tienen potenciales aplicaciones en el
diagndstico, prevencion y tratamiento de patologias orales desde caries, enfermedad
periodontal, maloclusiones, lesiones en tejidos blandos y hasta posibles indicaciones
para mejorar la estética dental y el comportamiento mecanico, biolégico y éptico de
materiales restauradores. Actualmente los nanomateriales, son materiales con
unidades estructuralmente bésicas, particulas, fibras y otros componentes
preferentemente menores a 100 nm en al menos una dimension. Estos
nanomateriales incluyen nanoparticulas, nanocristales, nanofibras, nanoredes y
nanopeliculas. Diversos nanomateriales con excelentes propiedades han sido
extensamente investigados dentro del area biomédica.

El presente trabajo esté dirigido al desarrollo de sistemas de liberacion modificada
de farmacos novedosos, con un valor potencial en aplicaciones farmacéuticas y en
especial en el area odontologica en el tratamiento de la enfermedad periodontal
(EPD), generando sistemas de tamafio nanométrico con capacidad de controlar la
liberacion de principios activos bajo ciertas condiciones fisiologicas. Para el
desarrollo de dichos sistemas se emplearon dos técnicas, el electrohilado con el que
es posible obtener nanofibras (NFs) y la técnica emulsificacion-difusién para obtener
nanoparticulas (NPs) o nanocépsulas (NCs). Dichos sistemas fueron cargados con
un principio activo antimicrobiano como lo es la Clorhexidina base (CHX), para el
caso de NCs se utiliz6 adicionalmente un aceite esencial (Eugenol) con la finalidad
de observar si es posible potencializar el efecto antimicrobiano del principio activo.
Los sistemas fueron caracterizados fisicoquimicamente mediante la determinacion
de su morfologia y tamafo, por microscopia electronica de barrido en ambos casos,
adicionalmente el tamafio e indice de polidispersién (IP) de las NPs y NCs fue
determinado mediante el método de dispersién de luz, para ambos métodos

empleados, la eficiencia del proceso (EP) para la obtencion de los nanosistemas fue
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determinada, ademas de realizarse la determinacion de la eficiencia de
entrampamiento (EE) empleando la cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), para cuantificar la cantidad de principio activo presente en los
nanosistemas, el comportamiento térmico de los nanosistemas se monitoreo por
calorimetria diferencial de barrido (DSC). El perfil de liberacion del principio activo
modelo se obtuvo mediante un modelo de simulacion in-vitro de las condiciones de
la bolsa periodontal. Para evaluar la efectividad de los nanosistemas, se realizaron
pruebas de panel en voluntarios con EPD en estadio moderada-severa,
determinando el porcentaje de reduccién de placa dentobacteriana (PDB) después
de aplicar especificamente una formulacion. Concluyendo que los nanosistemas
obtenidos y en particular NCs, debido a sus caracteristicas, pueden ser una
alternativa en el tratamiento de la EPD al demostrar un efecto significativo en la

disminucién de la PDB, ademas de ser de facil manejo.




INTRODUCCION

La nanotecnologia aplicada a la salud ha supuesto un gran avance en el ambito de
la medicina. Gracias a las técnicas que operan en escala nanométrica es posible
aplicar terapias menos invasivas, lograr una prevencion mas temprana y curaciones
mas rapidas. Es de esperarse que la nanotecnologia traiga consigo beneficios al
area clinica de la odontologia al emplear nanomateriales (1). La nanotecnologia ha
sido aplicada en odontologia desde 1970 con el comienzo de la era de los microfills.
La nano-odontologia ha aportado nuevas tecnologias en el desarrollo de materiales
innovadores con particulas en rangos nanométricos, dichos materiales pueden ser
empleados para el mantenimiento de la salud bucal (2,3). Actualmente, los
nanomateriales, son materiales con unidades estructurales basicas, particulas,
fibras u otros componentes menores a 100 nm en al menos una dimension y que
han provocado se ponga atencion para mejorar la prevencion, diagnéstico y
tratamiento de enfermedades. Los nanomateriales incluyen tanto nanoparticulas,
nanocristales, nanofibras, nanoredes y nanopeliculas (4). Al disminuir el tamafio de
un material a escala hanométrica, se aumenta dramaticamente el area superficial,
se modifica su reactividad quimica y actividad biol6gica, por lo tanto, su relacion
area-volumen-superficie podria conducir a mejorar sus propiedades fisicoquimicas.
Por lo que los nanomateriales con excelentes propiedades han sido extensamente
investigados dentro del area biomédica (5). Polimeros no biodegradables, asi como
biodegradables han sido utilizados para la preparacién de micro- y nanoparticulas
administradas por diferentes vias entre las que se encuentran la nasal, pulmonar,
oral, o las parenterales. Estos materiales poliméricos pueden ser sintéticos o
naturales o sustancias naturales modificadas (6—8).

El electrohilado (electrospining) es una tecnologia emergente la cual emplea altos
campos eléctricos para producir fibras, capsulas, particulas y otras estructuras con
diametros desde algunos nandémetros hasta unas pocas micras, las cuales pueden
ser obtenidas a partir de polimeros naturales o sintéticos. Las fibras obtenidas debido
a su tamafo considerado como ultrafino ofrece a dichos sistemas una caracteristica
Unica en cuanto a su elevada relacion superficie-volumen que permite obtener
sistemas matriciales que dan pie a explorar la creacién de nuevos materiales

funcionales con propiedades Unicas, de relevante interés en diferentes areas entre
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las cuales se encuentran la biomédica y farmacéutica. A lo largo de los ultimos 20
afos, pero mas significativamente en el dltimo lustro varios grupos de investigacion
han hecho importantes esfuerzos al desarrollo del electrohilado. Esta tendencia
podria atribuirse al interés actual por el aprovechamiento de las propiedades de las
microfibras y nanofibras que pueden obtenerse por este proceso. Entre las ventajas
de esta técnica se puede mencionar que es un proceso que se lleva a cabo en
condiciones ambientales lo que permite la encapsulacion de agentes activos
térmicamente inestables, ademas de ser escalable a nivel industrial, de bajo costo,
sencilla y versétil, de tal forma que se pueden establecer mecanismos de
transferencia tecnoldgica (9,10). La transformacién de una disolucién polimérica en
un conjunto de NFs mediante electro-hilado es un proceso gobernado por una amplia
variedad de parametros (11). Durante este proceso, la concentracion del polimero
desempernia el papel principal para establecer las condiciones Optimas del proceso
(12). Dado que el electrohilado es un proceso continuo, la longitud de las fibras
recogidas puede ser muy elevada, incluso kilométrica. Tales fibras pueden, por la
propia inestabilidad asociada al proceso, ser ensambladas desordenadamente en
forma de recubrimientos tridimensionales. Estos son excelentes candidatos para
aplicaciones multisectoriales como la filtracion, liberacion de farmacos,
modificadores de la textura de alimentos, encapsulacion de aditivos alimentarios,
elementos de envase activo y bioactivo, membranas de separacion, refuerzo de
materiales compuestos o biomateriales para la ingenieria de tejidos (13,14).

El termino nanoparticulas es usado como un nombre comun para describir tanto a
las nanoesferas y las nanocapsulas, se diferencian en su morfologia y arquitectura.
Las NPs son formadas por una matriz polimérica densa, mientras que las NCs estan
compuestas por un nucleo oleoso rodeado por una membrana polimérica. Las NPs
muestran grandes ventajas en comparacién con otros materiales incluyendo los
sistemas coloides utilizados en el campo odontoldgico, entre las cuales se incluyen;
i) buena estabilidad en fluidos biolégicos y durante su almacenamiento, ii) facil
preparacion y existen muchas técnicas para elaborarlas, iii) faciles de escalar a nivel
industrial, iv) buena reproducibilidad entre lotes, v) pueden tener liberacion
controlada del principio activo. Las NPs también poseen la caracteristica de poder
encapsular y entregar la sustancia activa en el 6rgano blanco o sitio especifico (por

ejemplo, saco dentogingival o bolsa periodontal) y también son conocidas como
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sistemas vectoriales o acarreadores. En general, para la preparacion de las NPs es
preferible partir de materiales preformados, especialmente cuando se trata de
polimeros. Los métodos de preparacion de NPs a partir de polimeros preformados
con un alto potencial en odontologia pueden ser clasificados dentro de cinco
categorias: i) emulsificacion-evaporacion, ii) salting-out iii), desplazamiento de
disolvente, iv) emulsificacién-difusion, y v) spray-drying (15). Las NPs ofrecen
grandes ventajas; como, la capacidad de penetrar en areas extracelulares e
intracelulares que pueden ser inaccesibles para otros sistemas de liberacion, esto
puede ser posible debido a su diminuto tamafo, inclusive pueden alcanzar areas
como la bolsa periodontal y tejidos inferiores (6,16—18). Estudios de microscopia
confocal llevados a cabo por Ganem-Quintanar (19), han demostrado que las NPs
biodegradables, cuando son aplicadas en el surco gingival porcino son capaces de
penetrar hasta el epitelio juntional. De igual forma, las NPs en la bolsa periodontal
pueden ser sistemas de entrega de farmacos que reducirian la frecuencia de
administracion, mejorarian la eficiencia y acumulacién del agente activo en el sitio
blanco, manteniendo una velocidad de liberacion de farmaco efectiva (2,6,8).

Las NPs han sido propuestas como sistemas acarreadores de farmacos para
tratamiento de caries o restauracion, remineralizacion de dientes, hipersensibilidad
en los dientes, vacunas, control de PDB, infecciones, anestesia local e infecciones
periodontales. Se ha propuesto que las NPs pueden entregar el farmaco
selectivamente en sitios especificos o células.

La EPD es un término adoptado en la que se incluyen varias condiciones patologicas
que se caracterizan por la degeneracion e inflamacion del tejido que rodea y da
soporte a los dientes: el tejido gingival (la encia), el ligamento periodontal, el hueso
alveolar y el cemento dental pueden ser afectados (6,20). Tan pronto como se
presenta la gingivitis junto con la formacion de la bolsa periodontal, el principal
objetivo terapéutico debe ser controlar y reducir los factores etioldégicos para
disminuir o eliminar la inflamacién y controlar la interaccion entre la placa bacteriana
y el hospedero (6,7). Tales estrategias deben controlar la formacion de la PDB sin
afectar el equilibrio bioldgico dentro de la cavidad oral. Sin embargo, los periodos de
exposicion reales a agentes antimicrobianos durante el cepillado de dientes y
enjuague bucal pueden ser muy cortos, aproximadamente 30 s en lugar de 2 min

gue es lo recomendado (21).
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Muchos materiales han sido propuestos para aplicarlos en odontologia mostrando
grandes ventajas en comparacion con las formulaciones convencionales. Varios
tienen potenciales aplicaciones, pero se requiere de mucha mas investigacion para
consolidar su efecto terapéutico real. Ademas, hasta hoy, no hay suficiente
informacion disponible para generalizar el uso de NPs en el campo odontologico por
lo que se sigue el desarrollo de un plan para ampliar el rango de aplicaciones. La
investigacién sobre la nanotecnologia esta ganando terreno introduciéndose en el
campo de la odontologia y muchos de estas incognitas podrian resolverse en poco
tiempo, con lo que se podria dar la consolidacion de estos productos y llevarlos al

mercado.




MARCO TEORICO

La nanotecnologia es el area del conocimiento que trata acerca del saber y el control
de la materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1 a 1000 nanometros. En esta
escala la materia o materiales muestran caracteristicas y aplicaciones nuevas a las
ya tradicionales o conocidas. La nanotecnologia comprende la representacion
grafica, la medicién, el modelado y la manipulacién de la materia en una escala
nanometrica (22).

La nanotecnologia es un campo emergente con un gran potencial para generar
herramientas clinicas tecnoldgicamente avanzadas y dispositivos para el cuidado de
la salud oral. Es de esperarse que la nanotecnologia traiga consigo beneficios al
area clinica de la odontologia (1). La nanotecnologia ha sido aplicada en odontologia
desde 1970 con el comienzo de la era de los microfills. La Nano-odontologia hara
posible el mantenimiento de la salud bucal empleando nano-biomateriales (2,3).
Actualmente, los nanomateriales, son materiales con unidades estructurales
basicas, granos, particulas, fibras u otros componentes menores a 100 nm en al
menos una dimensidén y que han provocado se ponga atencién para mejorar la
prevencion, diagnéstico y tratamiento de enfermedades. Los nanomateriales
incluyen tanto nanoparticulas, nanocristales, nanofibras, nanoredes y nanopeliculas
(4). Al disminuir el tamafio de un material a escala nanométricas, se aumenta
dramaticamente el area superficial, se modifica su reactividad quimica y actividad
biolégica, por lo tanto, la relacién area-volumen-superficie podria conducir a mejorar
sus propiedades fisicoquimicas (mecanicas, eléctricas, Opticas, cataliticas y
magnéticas). Por lo que los nanomateriales con excelentes propiedades han sido

extensamente investigados dentro del area biomédica (5).

1. Electrospinning (Técnica de Electrohilado)

En las ultimas décadas se ha incrementado de manera notable el interés de las
aplicaciones de la nanotecnologia en diversas areas, entre las cuales se encuentran,
la textil, electrénica, materiales, alimenticia, medicina y farmacéutica. La
nanotecnologia ha sido ampliamente aceptada como la aplicacion de la nanociencia,

la cual desarrolla estructuras donde especificamente, al menos una dimensiéon se
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encuentra aproximadamente entre 1 y 100 nanometros (23). Referido
especificamente al &mbito de las fibras, supone que aquellas fibras con didmetros
por debajo o préximos a los 1000 nm sean aceptadas como NFs (24).

En el desarrollo de estructuras ultrafinas poliméricas, una de las tecnologias que
esta despertando un enorme interés es la basada en la aplicacion de fuertes campos
eléctricos, conocida como “electrohilado” (electrospinning). Aunque la generacion
electrostéatica de materiales fue patentada en Estados Unidos en 1902, la obtencién
practica a escala nanomeétrica se ha producido recientemente con la popularizacion
de la propia nanotecnologia (12).

A lo largo de los ultimos 20 afios, varios grupos de investigacion han hecho
importantes esfuerzos al desarrollo del electrohilado. Esta tendencia podria
atribuirse al interés actual en las microfibras y nanofibras que se pueden obtener por
este proceso. Entre las ventajas de esta técnica se puede mencionar que es un
proceso que se lleva a cabo en condiciones ambientales lo que permite la
encapsulacién de agentes activos térmicamente inestables, es escalable a nivel
industrial, de bajo costo, sencilla y versatil, de tal forma que se pueden establecer
mecanismos de transferencia tecnolégica (9,10). Los investigadores han
desarrollado muchos tipos de materiales a nanoescala con diferentes propiedades.
El fendmeno electrohidrodinamico llamado electrohilado surgi6é en los campos de la
nanotecnologia y la ciencia de los materiales durante las uGltimas dos décadas y hace
posible producir NFs de polimeros a nanoescala rentables.

En particular, el electrohilado emplea altas diferencias de potencial para producir un
campo eléctrico fuerte, que es aplicado entre dos polos opuestos, conformados por
una aguja o sistema de inyeccion y una placa metalica o colector, (el cual esta a
potencial 0), donde se depositan las fibras nanométricas formando un tejido con
textura, color y densidad caracteristicas (Figura 1). La solucién del polimero
previamente preparada, se carga en una jeringa de inyeccion que se conecta a una
aguja. Una bomba de infusién o perfusién unida al émbolo de la jeringa genera una
presiéon y un flujo constante a través de la aguja. Por el efecto de la polarizacion y
las cargas originadas por el campo eléctrico, la solucion es arrojada en forma de
chorros o “jets” hacia una superficie conductora conectada a tierra (por lo general
una pantalla metdlica) a una distancia entre 5y 30 cm del cono o aguja. Las cargas

en la superficie de la solucién aumentan al incrementar el campo eléctrico hasta un
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valor umbral en el cual se desestabiliza su forma, que pasa de parcialmente esférica
a conicay a la cual se le denomina cono de Taylor. Existen dos fuerzas que ejercen
un papel antagonista, por una parte, la repulsion electrostatica entre las cargas de la
superficie generadas por el alto voltaje aplicado, que tienden a romper las gotas de
la solucién polimérica a la salida del proceso y, por otra, la de atraccién producidas
por la propia tension superficial. Alcanzando un voltaje critico, la generacion del
chorro o jet se produce cuando la fuerza de repulsion supera a la tension superficial.
Durante la creacion del jet, el disolvente gradualmente se evapora y el producto
obtenido se deposita en forma de manta de fibra no-tejida compuesta de NFs con
diametros de unos pocos nandmetros a unas pocas micras. El proceso de
electrohilado puede resultar en fibras, gotas (electroatomizado) o no tener lugar. De
hecho, se le puede considerar una variacion del proceso conocido como
“electroatomizado” (electrospraying). En algunas condiciones y para algunos
polimeros el proceso no es posible y las gotas de la solucién caen de la aguja sin
haber sido cargadas. En otros casos se produce una mezcla de electroatomizado y
electrohilado (25,26).

-~
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Figura 1. Componentes basicos del equipo de electrohilado; a) Fuente de alto
voltaje, b) Bomba de infusion, c) Jeringa con aguja, d) Plato colector fijo.

La transformacion de una solucion polimérica en un conjunto de NFs mediante
electrohilado es un proceso gobernado por una amplia variedad de parametros (11),
los cuales incluyen, i) las propiedades de la solucién, tales como tension superficial,
conductividad y viscosidad, que son determinadas por el peso molecular del
polimero y su concentracion en la solucion polimérica, asi como la volatilidad de los
disolventes; ii) parametros del proceso o experimentales, tales como voltaje

aplicado, velocidad de flujo, distancia aguja-colector, disefio de la aguja, posicién del
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colector y su geometria; iii) parametros ambientales, tales como temperatura y
humedad (Figura 2). Un proceso de electrohilado optimizado es aquel en el cual
estos parametros permanecen constantes y producen NFs consistentes en sus

propiedades fisicoquimicas (27-29).

Propiedades del solvente -

* Disolucion completa del ) Parametros experimentales
polimero. + Velocidad de flujo
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Figura 2. Parametros que influyen en el proceso de electrohilado.

Mientras un polimero pueda ser electrohilado en NFs, los objetivos ideales serian:
1) que el diametro de las fibras sea consistente y controlable, 2) la superficie de la
fibra debe estar libre de defectos o con defectos controlables y 3) NFs continuas
sean colectadas. Sin embargo, las investigaciones hasta ahora han demostrado que
no hay objetivos facilmente alcanzables (30).

Durante este proceso, la concentracion del polimero desempefia el papel principal
para establecer las condiciones Optimas del proceso. No se trata sélo de la cantidad
de masa de polimero introducida en la solucion sino también de las interacciones
polimero-polimero y polimero-disolvente. Son de hecho el disolvente y el peso
molecular los que definen las propiedades reoldgicas y eléctricas de la solucion
polimérica. Sin embargo, todavia no existe un desarrollo de expresiones

matematicas que interrelacionen todos los parametros implicados en el proceso (12).




1.1 Parametros considerados durante el proceso de electrohilado.

1.1.1 Parametros relacionados a la solucion polimérica.

Se ha demostrado que los parametros de la solucion influyen notablemente en la
obtencién de fibras y en la morfologia de las mismas. Se describen a continuacion
algunos de los parametros mas importantes a considerar (11,31-33).

Disolventes: El disolvente debe permitir la disolucion completa del polimero. Los
disolventes utilizados influyen y determinan varios aspectos del proceso de
electrohilado. En primer lugar, afectan la conformacion de las cadenas poliméricas
en solucién, e influyen en la facilidad del transporte de la carga del microchorro.
Tanto el momento dipolar como la conductividad de la solucién determinan la
obtencion o no de fibras electrohiladas, asi como también su tamafio. A mayor
polaridad del disolvente se obtienen fibras de menor diametro. La velocidad de
solidificacion del microchorro también esta determinada por el disolvente o mezclas
de disolventes utilizados. Cuanto menor es la temperatura de ebullicion del solvente
mayor sera la velocidad de solidificacion del microchorro. No obstante, en ocasiones
la solidificacién puede ser muy rapida produciendo una obstruccion en la boquilla.
Por otra parte, cuando la temperatura de ebullicibn es muy elevada, las fibras
alcanzan el colector con una cantidad considerable de disolvente que produce una
pelicula por aglomeramiento. El empleo de mezclas de disolventes de bajo y alto
punto de ebullicibn permite balancear esta situacion. Por lo tanto, el punto de
ebullicion del disolvente debe permitir que se evapore facilmente pero no demasiado
rapido para conservar la integridad de la fibra al llegar al plato colector.

La constante dieléctrica. La constante dieléctrica de una solucién es una medida
de la capacidad para mantener cargas eléctricas en la solucion. Cuanto mayor es la
constante dieléctrica de la solucion, con mas facilidad se obtendran fibras uniformes
y de menor diametro medio. La constante dieléctrica de una solucion se puede variar
reemplazando el disolvente o una fraccidon por uno con mayor 0 menor constante
dieléctrica. Un disolvente con una constante dieléctrica alta puede mejorar la
conductividad al facilitar la disolucién de las cadenas poliméricas cargadas lo que

reduciria la necesidad de emplear altos voltajes eléctricos.




Concentracion de polimero. Se requiere de una concentracion critica para que los
entrecruzamientos fisicos de las cadenas poliméricas permitan la formacién de
fibras bajo la accidén del campo eléctrico aplicado. Si la concentracién de polimero
se encuentra debajo de una concentracion critica, los entrecruzamientos fisicos
entre las cadenas poliméricas no alcanzan a contrarrestar estas fuerzas y el
microchorro se rompe, obteniendo un pulverizado de gotas. Un incremento de la
concentracion puede formar una morfologia de gotas conectadas por fibras. La
concentracion critica para la cual se obtienen fibras uniformes varia con cada
sistema analizado, y depende del peso molecular del polimero (a mayor peso
molecular del mismo polimero, menor concentracion para igual sistema de
disolventes), y de la viscosidad de la solucion entre otros. Por otro lado, una vez
alcanzada la concentracion critica para la obtencién de NFs, su incremento produce
un aumento en el didmetro medio de las fibras.

Viscosidad. La viscosidad de la solucién polimérica esta relacionada con el peso
molecular del polimero disuelto y el disolvente. A mayor peso molecular, mayor es
la viscosidad de la solucion. La viscosidad actua contrarrestando las fuerzas de
estiramiento producidas por la repulsion electroestatica del microchorro cargado.
Aumentar la viscosidad ayuda a obtener un microchorro estable y por lo tanto fibras
libres de gotas. La viscosidad de la solucion se puede aumentar incrementando el
peso molecular del polimero, la concentracion de la solucién polimérica, o incluso
también con el agregado de polielectrolitos en pequefias cantidades que permiten
incrementar la viscosidad sin modificar la concentracion. Si bien la viscosidad de la
solucion influye significativamente en generar fibras lisas, no necesariamente
determina la concentracion critica a la cual se obtienen fibras por electrohilado.
Cuando la viscosidad de la solucion es muy baja, el fendmeno de “electroatomizado”
puede ocurrir y se forman particulas en lugar de fibras. Durante el estiramiento de
la solucion, es el entrelazamiento de las cadenas moleculares que impide que el
flujo sea discontinuo. Por lo tanto, factores que afectan la viscosidad de la solucion
afectaran el proceso de electrohilado y la morfologia resultante.

Peso molecular del polimero. La longitud de la cadena se relaciona con el peso
molecular y la longitud del polimero determinara el grado de entrecruzamiento de la

cadena polimérica en el disolvente.
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Tension superficial. La tension superficial de la solucion es la fuerza principal a
vencer para lograr el estiramiento del microchorro y la produccién de NFs. Cuanto
mayor es la tension superficial, mayor cantidad de cargas superficiales y tension
aplicada se requerira en el proceso. Dado que el disolvente determina la tension
superficial de la solucién, seria ideal emplear un disolvente con baja tension
superficial. Sin embargo, la concentracion y la naturaleza quimica del polimero
también determinan la tensién superficial. En general, el aumentar la concentracion
polimérica de la solucion disminuye la tension superficial. Otra forma de disminuir la
tensidn superficial, es con el agregado de surfactantes a la solucion.

Entonces, las cargas de la solucién polimérica deben ser los suficientemente altas
para sobrepasar la tension superficial de la misma. Una elevada tension superficial
da como resultado la formacion de particulas en lugar de fibras.

Conductividad. La conductividad de la solucion polimérica es fundamental en la
produccion de fibras por electrohilado, dado que influye en la repulsion
electroestatica de las cargas superficiales presentes en la solucion. La
conductividad puede incrementarse por agregado de particulas conductoras o iones
a la solucion o seleccionando un disolvente con mayor polaridad. El aumento de la
conductividad de la solucion también tiene un efecto en la disminucion el diametro
medio de fibras. De esta manera, si la conductividad de la solucion aumenta, mas
cargas pueden ser transportadas por el chorro y mayor estiramiento e inestabilidad

tendra el flujo, ademas de reducir la necesidad de emplear altos voltajes eléctricos.

1.1.2 Parametros relacionados al proceso

Voltaje o Tension aplicada. La tension aplicada a la solucion polimérica provoca
su carga superficialmente, generando las fuerzas electroestéaticas necesarias para
vencer la tension superficial. El efecto que tiene este parametro en las NFs obtenidas
depende fuertemente del sistema estudiado y de las otras variables en juego, como
la concentracion o la distancia boquilla-colector. Se ha demostrado que al aumentar
la tension aplicada se producen mayores cargas superficiales, lo que favorece el
afinamiento del microchorro, resultando en fibras de menor diametro. Sin embargo,
una tension alta aplicada también produce la evaporacion mas rapida del disolvente

y en consecuencia puede suprimir etapas de estiramiento y disminucion del diametro
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del microchorro, obteniéndose en algunos casos fibras de mayor tamafio del
esperado. En algunos casos no se observa ninguna tendencia en el diametro al
variar la tension aplicada. El efecto de un voltaje alto no solo afecta la apariencia
fisica de las fibras, sino también la cristalinidad de la fibra. EI campo electrostatico
puede causar mayor orden de las moléculas del polimero durante el proceso y de
esta manera inducir un estado cristalino en la fibra. Sin embargo, por encima de
cierto voltaje, la cristalinidad es reducida.

Velocidad de flujo. Para que el proceso de electrohilado sea satisfactorio debe
existir un equilibrio entre la velocidad a la cual la solucion es dosificada y la velocidad
de remocion por efecto del campo eléctrico aplicado. Por lo general, la velocidad de
flujo es controlada mediante una bomba que infunde la solucion a una velocidad
constante determinada por el usuario. Si bien el mayor efecto de este parametro es
la obtencién o no de un microchorro continuo, el aumento de la velocidad de flujo
aumenta el diametro medio de fibras, aunque se debe tener en cuenta que si la
cantidad de disolvente en el colector es apreciable se perdera la estructura fibrosa
por la fusion de las fibras. A un voltaje establecido corresponde una velocidad de
flujo. Cuando la velocidad de flujo se incrementa, hay un aumento correspondiente
del diametro de la fibra. Bajos flujos de alimentacién son mas deseables ya que
permiten que el disolvente tenga un mayor tiempo para su evaporacion.

Distancia entre la aguja y el colector. Este parametro influye directamente en el
tiempo de vuelo del microchorro y en la fuerza del campo eléctrico aplicado. En
consecuencia, variar este parametro influye en el diametro medio de las fibras
obtenidas y en su morfologia. Si la distancia es alta, hay un mayor tiempo para que
el microchorro se elongue y estire, lo que produce membranas con tamafio medio
de fibra menor. No obstante, el aumentar la distancia debilita la magnitud del campo
eléctrico, resultando en menor estiramiento del microchorro y un mayor didmetro
medio de fibra. Si la distancia es muy pequefia, la fuerza del campo eléctrico es
mayor y se produce una mayor aceleracién del microchorro, pero como el tiempo de

vuelo también disminuye la evaporacion del disolvente es pobre.
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1.1.3 Parametros relacionados al ambiente

Temperaturay Humedad Relativa.

Las principales condiciones ambientales que afectan el secado del microchorro son
la temperatura y humedad del ambiente. En particular, la elevada humedad del
ambiente genera NFs con poros superficiales. Esto se debe a que gotas de agua se
depositan sobre la superficie del microchorro, debido a su enfriamiento por la
evaporacion del disolvente. Los poros se producen cuando el disolvente y el agua
se evaporan. Altas humedades relativas (> 50%) pueden causar la formacion de
poros en la superficie de las fibras. Por ultimo, si bien en la mayoria de los casos se
realiza el proceso de electrohilado en atmdsfera de aire, también puede realizarse
en presencia de nitrdgeno u otros gases que modifican el proceso de secado del

microchorro y la pérdida de cargas eléctricas superficiales al ambiente.

2. Aplicaciones farmacéuticas de nanofibras obtenidas por electrohilado

El electrohilado es una técnica prometedora, cuyas aplicaciones estan creciendo
rapidamente. Es una técnica simple, versatil y relativamente barata para la sintesis
de NFs. El electrohilado tiene la ventaja de poder sintetizar fibras continuas largas,
fibras tridimensionales y ultrafinas con didmetros en el rango de unos pocos
nandémetros a unas pocas micras (mas tipicamente de 100 nm a 1 micra) y longitudes
de hasta kildbmetros. Las NFs tienen propiedades extraordinarias y Unicas, como su
relacion area-superficie la cual es un area de superficie extraordinariamente alta por
unidad de masa, también porosidad muy alta, tamafio de poro ajustable, propiedades
de superficie variables, alta permeabilidad, bajo peso, capacidad para retener cargas
electrostéticas y rentabilidad, entre otros. Estas técnicas permiten la creacion de
nuevos tipos de NFs sofisticadas con microestructuras bien definidas, morfologias
novedosas y/o nuevas funciones (34).

Las NFs son excelentes candidatos para aplicaciones multisectoriales como la
filtracion, liberacion de farmacos, modificadores de la textura de alimentos,
encapsulacién de aditivos alimentarios, elementos de envase activo y bioactivo,
membranas de separacion, refuerzo de materiales compuestos o biomateriales para

la ingenieria de tejidos (35).
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Para la aplicacion de NFs se pueden emplear para varias vias de administracion,
incluidas la oral, tépica, transdérmica y transmucosal. Ademas, las NFs pueden
proteger un farmaco de la descomposicién en el cuerpo antes de llegar al objetivo
requerido (36). En los dltimos afios, un amplio desarrollo en las estrategias de carga
de farmacos y funcionalizacion de NFs ha ocurrido (37).

Las NFs pueden ser sintetizadas ya sea a partir de polimeros naturales (quitosan,
gelatina, colageno, etil celulosa, seda) o sintéticos (acido polilactico (PLA), &cido
poliglicolico (PGA), acido polilactico-co-glicolico (PLGA), policarbonatos derivados
de tirosina, poli e-caprolactona (PCL), poliuretano (PU), polivinilpirrolidona (PVP),
polivinilalcohol (PVAL) o sus combinaciones. Se ha encontrado que las NFs son muy
eficientes para el suministro de farmacos tanto hidrofilicos como lipofilicos (38).
Materiales compuestos de NFs electrohiladas han sido explorados como sistemas
de administracion de farmacos, con resultados prometedores. La aplicacion de
hilados electrostaticos en el area farmacéutica ha resultado en formas de
dosificacion con propiedades de disolucién controlables. Las estrategias para la
administracion de farmacos empleando NFs incluyen la introduccion de antibidticos,
anticancerigenos, proteinas bioactivas, DNA, RNA, factores de crecimiento y
algunas lineas celulares (39).

Se han desarrollado varios sistemas de administracion de farmacos con NFs
electrohiladas para la administracion local de agentes terapéuticos debido a la gran
flexibilidad en la eleccién del material, la facilidad de encapsulacién de diversos
principios activos y la alta versatilidad en las formulaciones. Varios grupos de
investigacion han explorado el uso potencial de los materiales electrohilados para el
suministro local de antibidticos. Su alta relacion volumen-superficie, permite una
carga de principios activos. Las NFs electrohiladas ofrecen una ventaja notable en
el control de la velocidad de liberacion del farmaco variando su composicion, con
materiales hidrofobicos e hidrofilicos, microestructuras, con estructuras
homogéneas, estructuras con nucleo central y estructura multicapa. Por lo tanto, la
microestructura de una sola nanofibra y la macroestructura integral de andamios de
NFs permitiria un fuerte control sobre los perfiles de liberacion del farmaco (40).
Diferentes técnicas de incorporacion del principio activo a los materiales
electrohilados pueden ser empleados; los materiales pueden prepararse y luego

recubrirse con el agente deseado o el agente puede incluirse con la solucién de
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polimero antes ser electrohilado. Las NFs adecuadas para aplicaciones biomédicas
deben ser biocompatibles; sin embargo, la biodegradabilidad también es deseable.
Debido a sus propiedades Unicas, tales NFs se pueden usar como sistemas de
administracion de farmacos, andamios de tejido o ambos. La combinacion de
barreras mecanicas basadas en andamiajes biodegradables compuestos de tejidos
nano-fibrosos y su capacidad para el suministro local de antibioticos, hace a las NFs
sistemas deseables para aplicaciones en la prevencion de infecciones.

Los farmacos se pueden incorporan a las fibras poliméricas mediante la mezcla
principio activo-polimero-disolvente, adsorcion en la superficie o formacién de
emulsion. Las NFs pueden modificarse alin mas para administrar maltiples farmacos,
por ejemplo, el recubrimiento de polimero multicapa permitira la liberacion sostenida
del farmaco incorporado. Las principales vias de administracion de las fibras
electrohiladas son por via oral y tdpica, asi como sistemas implantables.
Recientemente, la aparicion de NFs sensibles a los estimulos proporcioné una
estrategia novedosa de administracion y liberacion controlada de farmacos en forma
temporal y espacial. Una caracteristica atractiva del electrohilado es su
compatibilidad con muchos tipos de polimeros (41).

Es entonces que las NFs pueden responder a varios tipos de estimulos, incluidos el
pH, la fuerza idnica, la temperatura, la electricidad luminosa, el campo magnético y
pueden sufrir cambios fisicos y/o quimicos. En los ultimos afios, los antibiéticos y los
agentes antibacterianos han sido las moléculas farmacol6gicas mas comunes
encapsuladas, utilizando diferentes polimeros y sus combinaciones como vehiculos
(42).

3. Nanoparticulas

El término nanoparticulas es usado como un nombre comudn para describir tanto a
las nanoesferas y las nanocapsulas que se diferencian en su morfologia y
arquitectura. Las NPs son formadas por una matriz polimérica densa, mientras que
las NCs estan compuestas por un nucleo oleoso rodeado por una membrana
polimérica (Figura 3). Las NPs muestran grandes ventajas en comparacion con otros
materiales incluyendo los sistemas coloides utilizados en el campo odontolégico,

entre las cuales se incluyen; i) buena estabilidad en fluidos biolégicos y durante su
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almacenamiento, ii) facil preparacion y existen muchas técnicas para elaborarlas, iii)
faciles de escalar a nivel industrial, iv) buena reproducibilidad entre lotes, y v) pueden
tener liberacion controlada del principio activo. Las NPs también poseen la
caracteristica de poder encapsular y entregar la sustancia activa en el 6rgano blanco
o sitio especifico (por ejemplo, saco dentogingival) y también son conocidas como
sistemas vectoriales o acarreadores. En general, para la preparacion de las NPs es
preferible partir de materiales preformados, especialmente cuando se trata de
polimeros. La técnica de preparacion consiste basicamente en dispersar una
solucion orgéanica del polimero dentro de una solucion acuosa, la cual contiene un
estabilizante lo que resultard en la obtencion de una nanoemulsién y que por
remocion del exceso del disolvente formaré las NPs. Los métodos de preparacion
de NPs con un alto potencial en odontologia a partir de polimeros preformados
pueden ser clasificados dentro de cinco categorias: i) emulsificacion-evaporacion, ii)
salting-out iii), desplazamiento de disolvente, iv) emulsificacion-difusion, y v) spray-
drying (15). Uno de los principales problemas con estas técnicas es su baja eficiencia

de encapsulacion de materiales solubles en agua.

(A) (B)

Figura 3. Representacion esquematica y micrografias de Nanoparticulas. (A)
Nanocapsulas (B) Nanoesferas.

Las NPs de polimeros biodegradables se consideran importantes para los sistemas
de liberacion de farmacos ya que son muy estables, se adaptan facilmente a los
procesos industriales de fabricacion y se pueden modificar en sus superficies para
modular sus propiedades. Estas NPs se pueden disefiar para controlar tanto la

velocidad de liberacion de los farmacos, asi como para controlar su localizacién en
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algun lugar especifico del organismo. La modulacion de sus caracteristicas se logra
a través de las caracteristicas del polimero y de la composicion quimica de la
superficie de las mismas (43).

4. Enfermedad periodontal

La EPD es una de las mas importantes afecciones de la cavidad oral constituyendo
una de las enfermedades cronicas a nivel mundial y la cual representa un problema
de salud publica en muchos continentes. La EPD, ademas de las caries, es una de
las principales causas de pérdida de dientes que afecta directamente la calidad de
vida de las personas, reduciendo la capacidad funcional de la cavidad oral, su
autoestima y relaciones sociales (44).

Clinicamente, la EPD se define como una afeccién inflamatoria de la encia y las
estructuras de soporte de los dientes. La gingivitis y la periodontitis son las formas
mas comunes. La gingivitis se define como la inflamacion de las encias,
caracterizada clinicamente por la presencia de célculos y/o placa dentobacteriana,
provocando sangrado, cambios en la consistencia del contorno y el color de las
encias. Los examenes clinicos y radiograficos no muestran signos de destruccion
Osea (Figura 4) (45). La periodontitis se caracteriza por la destruccidn progresiva de
las fibras periodontales y hueso alveolar, lo que resulta en la formacion de bolsas
periodontales, pérdida de la insercion dental, formacion de deformaciones 6seas,
sangrado, hipermovilidad y eventualmente cuando no se tratada, pérdida de las
piezas dentales (46). La principal causa de la EPD es la placa dental microbiana que
se reproduce favorablemente en la bolsa periodontal. Otros factores que contribuyen
al progreso de la EPD incluyen la mala higiene bucal, maloclusion, habitos,
restauraciones dentales defectuosas y prétesis (45). La bolsa periodontal
comprende la brecha entre la encia y el diente, y es el resultado de la progresién de
la enfermedad. Esto proporciona un reservorio natural con condiciones ideales para
la proliferacion de microbios, cuando se presenta cualquiera de las condiciones
antes mencionadas. La bolsa periodontal normalmente presenta entre 1-2 mm de
profundidad, sin embargo, la profundidad generalmente supera los 5 mm cuando la

enfermedad esta presente (47).
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li Estadios de Periodontitis —l

Leve Moderada Severa

Presencia de Sando .

Presencia de Sangrado
Profundidad de la bolsa:3-5mm Profundidad de la bolsa:5-7mm Profundidad de la bolsa: 7mm

Presencia de Sangrado

Retraccion gingival 1-2mm Retraccion gingival 3-4 mm Retraccién gingival 5 mm

Figura 4. Evolucion clinica y clasificacion de los estadios de la enfermedad
periodontal (48).

Las caracteristicas del liquido crevicular gingival (FCG), que llena la bolsa
periodontal, son especificas, en condiciones normales los sitios sanos se asocian
con pequefios volimenes de alrededor de 0.04 pl y un flujo de 0.03 pl/min, ademas
el examen de las concentraciones de proteinas muestra que es similar al liquido
extracelular y se cree que representa un trasudado extracelular normal. EI FCG
proporciona un medio de lixiviacion para la liberacién de un principio activo desde la
forma de dosificacion y para su distribucion por todo el bolsillo. Estas caracteristicas,
junto con el hecho de que la EPD se localiza en el entorno inmediato de la bolsa,
hacen de la bolsa periodontal un sitio natural para el tratamiento con sistemas locales
de administracién (6). Las bacterias que causan la destruccién e inflamacién del
tejido periodontal estan presentes en todas las etapas de la enfermedad. Los
antimicrobianos, antioxidantes, antiinflamatorios y antirresortivos, a veces son
necesarios durante un largo tratamiento (49,50). Se han empleado agentes
antimicrobianos sistémicos para el tratamiento de la periodontitis, sin embargo,
resultan en bajas concentraciones terapéuticas en el FCG y tienden a estar
asociados con fuertes efectos adversos (6,51).

En presencia de periodontitis, la placa subgingival es en gran parte inaccesible para
la limpieza administrada por el propio paciente. En estos casos, el profesional dental
debe desbridar todas las superficies subgingivales. El procedimiento mas utilizado

para el tratamiento de periodontitis severa es la disrupcion mecanica de la placa
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dental microbiana mediante un procedimiento llamado raspado y alisado radicular,
que utiliza instrumentos de ultrasonido y manuales para eliminar toda la placa y el
calculo de las bolsas periodontales. Esta disrupcién a veces es insuficiente para
alterar la composicion de la flora bacteriana, asi como para prevenir una recurrencia
de infeccién en el sitio. En algunas ocasiones la eliminacion mecanica de la
biopelicula de la placa puede complementarse con el uso de antimicrobianos
adyuvantes, como los antibiéticos. Por lo general, se administran sistematicamente,
aungue a veces también se usa la aplicacion local de antimicrobianos directamente
en la bolsa periodontal (52,53).

En el tratamiento de la gingivitis y periodontitis, se han empleado antibi6ticos como
la amoxicilina, metronidazol, clindamicina, azitromizina, ciprofloxacino, doxiciclina,
minociclina, tetraciclina, triclosan y clorhexidina. La matriz intermicrobiana que rodea
y protege las bacterias de la placa hace que la administracion sistémica normal de
antibiéticos sea ineficaz contra las bacterias dentro de la placa dental. El producto
comercial mads comun para el tratamiento de la enfermedad periodontal son los
enjuagues bucales. Sin embargo, extensos enjuagues bucales de solucion
antibacteriana no alcanzan los tejidos subgingivales profundos y la administracion
de dosis altas de antibiéticos para lograr un nivel terapéutico en la bolsa periodontal
podria provocar efectos adversos desagradables o toxicos. Es por esto que se
recomienda la administracion local del principio activo, con la finalidad de mantener
una concentracion terapéutica efectiva en el FCG de la bolsa periodontal (21,54). Se
han realizado formulaciones especiales de ciertos antibioticos para su colocacion
directa en las bolsas periodontales. Estos antimicrobianos administrados localmente
permiten que se administre una concentracion mucho mayor de medicamento para
ser liberado en el sitio sin el riesgo de tener efectos adversos sistémicos o toxicos.
Se han desarrollado varios sistemas de administracion de farmacos para fines
periodontales, tales como tiras acrilicas, fibras, peliculas, sistemas inyectables,
geles, tiras intrapocket, sistemas vesiculares, sistemas microparticulados vy
nanoparticulados (6,53,55-57).
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5. Clorhexidina base

La CHX es un agente antimicrobiano de eleccion y es usado ampliamente en la
practica clinica dental como agente antiplaca, ésta ha demostrado una buena
actividad antimicrobiana contra una amplia gama de especies microbianas presentes
en la cavidad oral. La CHX es el farmaco de eleccion para el tratamiento de la EPD,
debido a que previene el desarrollo de un medio oral que conduzca a la enfermedad
periodontal. La CHX, 1,1-hexametilen-bis-5-(4-clorofenil) bisguanida, es una
molécula simétrica con dos restos de guanidida ionizable, y es un sélido cristalino
blanco con punto de fusién 132°C y peso molecular 505.5 g/mol, con solubilidad en
agua a 20°C de 0.008% (p/v). La estructura quimica de la CHX se representa en la
Figura 5. Los valores de pka son de 2.2 y 10.3, lo que hace que sea una molécula

dicationica en todo el rango de valores fisioldgicos de pH (58-63).

Figura 5. Estructura quimica de Clorhexidina base.

A bajas concentraciones, ejerce un efecto bacteriostatico. Las células bacterianas
estan caracteristicamente cargadas negativamente. La molécula dicatidnica de CHX
es rapidamente atraida a la superficie celular bacteriana cargada negativamente,
con una fuerte adsorcién especifica a los componentes que contienen fosfato. Esto
altera la integridad de la membrana celular bacteriana con lo que la CHX sera atraida
a la membrana celular interna. La CHX se une a los fosfolipidos en la membrana
celular interna, provocando la fuga de compuestos de bajo peso molecular pudiendo
ser esta etapa reversible. Es entonces que, a concentraciones mas altas, tiene un
efecto bactericida. La CHX penetra en la pared celular bacteriana y conduce a la
precipitacion del citoplasma. La CHX exhibe un efecto antimicrobiano persistente,
mientras que otros agentes pueden mostrar solo un efecto inmediato momentaneo
(64-66).
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Actualmente, soluciones acuosas de CHX al 0.2% han mostrado ser
moderadamente efectivas para el tratamiento de la enfermedad, por lo que debido a
esto hay un amplio interés en el desarrollo de nuevos sistemas de liberacion que
mantengan la concentracion de la CHX en niveles terapéuticos, por largos periodos
de tiempo, ademas de ayudar a reducir la incidencia de la enfermedad (67).
Diferentes nanoacarreadores 0 nanomateriales tales como liposomas,
nanoparticulas metélicas, lipidicas o poliméricas, nanocristales, dendrimeros y
nanofibras han sido desarrollados y propuestos para el tratamiento de la enfermedad
periodontal (68). El uso de nanoacarreadores como dispositivos de administracion
de farmacos se ha sugerido principalmente para resolver los requisitos especificos
en la mucosa oral y obtener mejores terapias convencionales evitando los efectos
de dilucién y aumentando la infiltraciébn y adherencia de las nanoformulaciones
(63,69).

6. Ftalato de Acetato de Celulosa

Los derivados de celulosa (éteres y esteres de celulosa) han desempefiado un
importante papel de apoyo en todo el desarrollo de formas dosificacion orales tanto
de liberacion controlada y sostenida, como recubrimientos que responden a los
cambios en el entorno fisiolégico, como membranas semipermeables y como
matrices hidréfobas que retrasan la velocidad de disolucién del principio activo
dentro de la matriz. Se han utilizado varios tipos de esteres de celulosa en productos
comerciales o en investigaciones farmacéuticas, como el Acetato de Celulosa (CA),
el Ftalato de Acetato de Celulosa (CAP), el Butirato de Acetato de Celulosa (CAB),
el Trimelitato de Acetato de Celulosa (CAT), el Ftalato de Hidroxipropilmetilcelulosa
(HPMCP) entre otros (70). CAP fue uno de los primeros y mas eficaces polimeros
para la liberacion controlada de pH y su uso continua hoy en dia (71). CAP puede
resistir el contacto prolongado con el fluido gastrico fuertemente acido, pero se
disuelve en el ambiente intestinal levemente acido o neutro (72). CAP es
generalmente insoluble en agua o soluble en agua dentro de un rango de pH
distintos. Este polimero no forma un gel en presencia de agua, sino que forma
sistemas microporosos sensibles al pH y semipermeables, lo que convierte al CAP

en un excipiente adecuado para el desarrollo de nuevos sistemas de administracion
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de farmacos que actualmente han sido aceptados como estrategias prometedoras
para prolongar el tiempo de residencia y mejorar la localizacion especifica de los
sistemas de administracion de medicamentos. Por lo tanto, pueden reducir la
frecuencia de dosificacion en formulaciones de farmacos de liberacion controlada
(73).

7. Sinergismo empleando aceites esenciales, aceite de eugenol

Un enfoque antibacteriano alternativo comprende el uso de compuestos sinergistas
de los antibioticos. La sinergia en la terapia antimicrobiana se emplea para describir
la actividad supra-aditiva de los antibioticos cuando se usan en combinacién con
otros compuestos. El eugenol (4-alil-2-metoxifenol) se seleccion6 como sustancia
modelo para ser utilizado como nucleo oleoso en el caso de formulaciones de NCs,
ademas de esperar se potencialice el efecto antimicrobiano del principio activo
modelo (CHX). Eugenol es el principal componente quimico del aceite de clavo de
E. aromatic, y es conocido por sus efectos analgésicos, anestésicos locales,
antiinflamatorios y antibacterianos. Se utiliza en forma de pasta o mezcla como
cemento dental, relleno y material restaurador. Pertenece a la clase de aceites
esenciales generalmente reconocidos como seguros (GRAS) por la Agencia de
Administracion de drogas y alimentos de los Estados Unidos Americanos (FDA) por
sus siglas en ingles. El eugenol actia principalmente al romper la membrana
citoplasmatica. Ademas, su naturaleza hidrofébica le permite penetrar el liposacarido
de la membrana celular de las bacterias Gram negativas y alterar la estructura
celular, lo que posteriormente produce la fuga de los componentes intracelulares
(74). De hecho, los efectos biolégicos del eugenol varian mucho segun su
concentracion. El eugenol puede tener un efecto beneficioso con concentraciones
que varian de 10® a 10> M (promoviendo la sintesis de prostaglandinas, actividad
nerviosa, e inhibicion de la quimiotaxis de glébulos blancos), pero puede ser
citotéxico a concentraciones de 103 M (provocando muerte celular e inhibicion del
crecimiento y respiracion celular) (75).

Hoy en dia, el desarrollo de sistemas innovadores de administracion de
medicamentos se centra en el disefio de mdltiples sistemas de administracion de

medicamentos, la prevencion de los efectos adversos de los medicamentos y la
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reduccion de los intervalos de dosificacion. De acuerdo a esto, una estrategia para
evitar los efectos adversos consiste en desarrollar sistemas locales de entrega. El
uso de sistemas de administracion local en la cavidad oral, particularmente en el
tratamiento de la EPD, ha aumentado rapidamente en los ultimos afios. El éxito de
tales tratamientos depende intrinsecamente de las propiedades fisicas de la
formulacion. Idealmente, tales sistemas deberian demostrar la liberacion controlada
del farmaco, exhibir retencion en el sitio de accion durante el periodo de tiempo
deseado, ser biodegradables, no toxicos, comodos y no irritantes. La retencién de
tales sistemas en la cavidad oral es esencialmente en un ambiente aerdbico con un
alto porcentaje de humedad y secreciones naturales como la saliva, que tienden a
diluir los farmacos administrados en esta (76). Es por ello, que para lograr una accién
continua, multiples aplicaciones pueden ser requeridas (77).

El fluido de la cavidad oral puede considerarse el fluido protector para todos los
tejidos de la cavidad. Actia como un amortiguador, manteniendo un pH que oscila
entre 5.75 - 7.05, y estd compuesta principalmente de agua (99.5%), compuestos
organicos (0.03%) y trazas (0.2%) (78). En contraste, el microambiente periodontal
es mas anaerobico y esta perfundido por un filtrado de plasma, conocido como fluido
crevicular gingival (FCG). Se ha demostrado que el crecimiento de microorganismos
dentro de este microambiente es la causa de la EPD. El tratamiento de la
enfermedad esta dirigido a controlar este crecimiento. Desafortunadamente, los
esfuerzos para tratar la EPD se han visto obstaculizados por varios factores. Debido
a que el sitio de la infeccion bacteriana es en gran parte inaccesible para los agentes
presentes en la cavidad oral, los agentes antimicrobianos proporcionados
directamente a la cavidad oral generalmente son ineficaces. Por lo tanto, un sistema
de administracién intrapocket cargado de antibiético y administrado de manera local,
promueve una alta concentracioén de farmaco en el FCG, disminuyendo los efectos
adversos por las altas dosis y proporcionando ventajas como la mejora de la eficacia
del farmaco y una buena aceptacién por parte del paciente (51). Los sistemas con
tamafios nanométricos podrian ser potencialmente infiltrados en la bolsa periodontal
y ser retenidos en el tejido dafado, liberando el farmaco de una manera controlada
bajo ciertas condiciones fisiologicas (79). Ademas, las enfermedades generalmente
implican mecanismos complejos y diversos en los que es necesario una gran

variedad de moléculas para lograr un tratamiento adecuado. Las bacterias que
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causan la destruccion e inflamacion del tejido periodontal estan presentes en todas
las etapas de la enfermedad. Por lo tanto, se requieren antimicrobianos,
antioxidantes, antirresortivos y antiinflamatorios durante todo el tratamiento. En la
actualidad, algunos productos comerciales para el tratamiento de la periodontitis son
los enjuagues bucales que se aplican diariamente, antibidticos sistémicos o algunos
dispositivos para la administracion local de principios activos (77).

El objetivo principal de este trabajo de investigacion fue desarrollar sistemas
nanoparticulados (NPs, NCs, NFs) cargados con CHX como formulaciones
novedosas para mejorar el tratamiento de la EPD, los cuales sean capaces de
mantener niveles terapéuticos de principio activo por largos periodos de tiempo que
ayuden a evitar la reincidencia de la enfermedad, disminuyendo la cantidad de
farmaco necesario para lograr un efecto terapéutico, reducir el tiempo de tratamiento,

ademas de promover la aceptacion por parte del paciente.
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JUSTIFICACION

La periodontitis es una enfermedad que afecta a diversos sectores de la poblacion,
se caracteriza principalmente por la degradacion paulatina del tejido periodontal,
presentando hinchazon de las encias en sus fases tempranas, movimiento de los
dientes y pérdida del soporte alveolar en situaciones méas graves. La etiologia de la
periodontitis es muy compleja, principalmente asociada con factores genéticos
ademas de factores inherentes a la cavidad oral, tales como la placa
dentobacteriana, la cual tiene gran influencia con los habitos de higiene oral. La CHX
es un agente antimicrobiano ampliamente utilizado en odontologia como un agente
antiplaca y ha demostrado una buena actividad antimicrobiana contra un amplio
namero de bacterias orales. Actualmente existen soluciones acuosas comerciales
de CHX al 0.2% que han mostrado ser efectivas para el tratamiento de la EPD. Sin
embargo, al emplear este tipo de sistemas es necesario realizar un amplio nimero
de aplicaciones y muchas veces la concentracion de principio activo no es alcanzada
debido a las caracteristicas naturales de lavado de la cavidad oral. Por tal razon, es
necesario el desarrollo de nuevos sistemas de liberacibn modificada de CHX que
mantengan niveles terapéuticos del farmaco por periodos de tiempo prolongados o
actlen de forma inmediata liberando el farmaco en un sitio especifico, ayudando a
prevenir y evitar la reincidencia de la enfermedad, disminuyan la dosis de farmaco
necesaria para ejercer el efecto terapéutico y reduzcan el tiempo de tratamiento
provocando una mayor aceptacion por parte del paciente. En el presente trabajo se
propone el uso de NPs, NCs y NFs como sistemas de liberacion controlada de CHX,

como agentes auxiliares en el tratamiento de la EPD en sus diversos estadios.

25 [




HIPOTESIS

Empleando el desarrollo tecnoldgico para la elaboracion de nanosistemas, es
posible su fabricacion a través de los métodos y materiales adecuados, obteniendo
nanosistemas poliméricos capaces de infiltrase en el sitio blanco (bolsa periodontal)
y fungir como sistemas de liberacion controlada de clorhexidina en el sitio blanco,
entonces se podra combatir con mayor eficacia a las bacterias causantes de la
enfermedad periodontal y con esto provocar una mejora en el tratamiento y
disminucion de la reincidencia de la enfermedad en relacion con las formas

farmacéuticas existentes.
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OBJETIVOS

1. Objetivo General

Desarrollar sistemas de talla nanométrica cargados con clorhexidina como
formulaciones de actividad local determinando la factibilidad de su empleo en
el tratamiento de la enfermedad periodontal comparando su efecto terapéutico

contra una forma farmacéutica convencional.

2. Objetivos particulares

Optimizacion, preparacion y caracterizacion de nanocapsulas vy
nanoparticulas de Ftalato de Acetato de Celulosa cargadas con Clorhexidina
base por el método de emulsificacion-difusion.

Optimizar el método de electrospining (electrohilado) para la obtencion de
nanofibras poliméricas de Ftalato de Acetato de Celulosa como sistemas de
liberacion de farmacos.

Optimizacion, preparacién y caracterizacidon de nanofibras de Ftalato de
Acetato de Celulosa cargadas con Clorhexidina base por el método de
electrohilado.

Caracterizar los diferentes nanosistemas obtenidos determinando su tamafio
de particula o didmetro promedio, potencial Z si es el caso, morfologia,
eficiencia de entrampamiento/encapsulacion, eficiencia de proceso,
capacidad de carga y comportamiento térmico, como formulaciones
novedosas y de mayor desempefio terapéutico para el tratamiento de la
enfermedad periodontal.

Optimizar el método analitico para la cuantificacion de Clorhexidina base
mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC).

Determinar el mecanismo de liberacion y cinética de liberacién del principio
activo de los diferentes nanosistemas obtenidos (NCs/NPs/NFs) in-vitro.
Realizar pruebas de eficacia in-vivo, para observar la eficacia de los sistemas

nanoparticulados en pacientes con enfermedad periodontal.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. Material y reactivos

Polivinilalcohol, Mowiol® 4-88 (Glomarza, México).

Etanol (grado analitico Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)
Metanol (grado analitico Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)
Metiletilcetona (grado analitico Fermont, Productos Quimicos Monterrey,
México)

Fosfato monobésico de potasio (Fermont, Productos Quimicos Monterrey,
S.A. México)

Hidroxido de sodio en hojuelas grado reactivo (J. T. Baker, México)

Acido clorhidrico (grado reactivo, J.T. Baker, México)

Acetonitrilo (grado HPLC Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)
Agua (grado HPLC Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)

Agua Destilada (Milli-Q System, Millipore, Schwalbach, Alemania)

Aceite de Eugenol (Mirafill, Mexico)

Clorhexidina base polvo (Sigma Aldrich, Mexico)

Ftalato de Acetato de Celulosa, (CAP) (Sigma Aldrich, USA)

Filtros (Millex®-GV de 2.5 cm de diametro y poro de 0.1 pm, 0.22 ym, y 0.45
pum (Millipore, Estados Unidos de América).

2. Aparatos y equipos

Espectrofotdmetro UV- Vis ( Thermo Scientific, Geneys 10 UV Scaning, USA)
HPLC ( Varian, Pro Star)

Zetasizer (Malvern Systems® ZEN 3600, Estados Unidos de América)
Termdmetro digital

Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania)

Parrilla eléctrica con agitacién (Cimarec®, Thermoline, Estados Unidos de
Ameérica)

Agitador magnético, Magnestir® (Lab-Line instruments, Estados Unidos de

Ameérica)
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Agitador de velocidad variable (RZR-1; Caframo®, Alemania)

Rotavapor (Laborota® 4000, Heidolph, Alemania)

Ultracentrifuga Optima® LE-80K (Beckman, Estados Unidos de América)
Ultrasonicador Branson® (3200, Estados Unidos de América)

Recirculador de liquidos con termostato (termostato VWR Scientific, Estados
Unidos de América)

Liofilizadora de mesa (Laboconco®, USA)

Calorimetro diferencial de barrido (DSC Q10, TA Intstrument, USA)
Conductimetro de pluma (Eco testr EC low, Eutech Instruments)
Tensiometro de placa

Bomba de infusién (NE-300, New Era Pump Systems, Inc)

Fuente de alto voltaje (ES100, 5W, 50 uA, Gamma High Voltage Research)
Colector de acero inoxidable

Vortex (Mixer, modelo M 16715, Estados Unidos de América)
Potenciometro (Modelo 430)

Microscopio electronico de barrido (JSM-25SlI; JEOL, Japon)

Laminas portaobjetos SuperFrost Ultra Plus® slides (Gerhard Menzel GmbH,
Saarbrickener, Alemania)

Laminas cubreobjetos (Gerhard Menzel GmbH, Saarbriickener, Alemania)
Campana para recubrimiento con oro (JFC-1100; JEOL, Jap6n)
Higrémetro

Hilo dental sin cera SUPERFLOSS® (Oral B, México)
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3. Metodologia

La Figura 6 y 7 muestran el planteamiento general y particular de trabajo para la obtencién

de los diferentes nanosistemas, empleando la técnica de electrohilado y emulsificacion-

difusion, respectivamente.
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formulacién

—

e Fundamento de la técnica de
electrohilado.

e Equipo necesario para el
proceso de electrohilado.

polimero.

concentracion,
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modelo

eEleccion del tipo de

e Optimizacion de la

y
conductividad de la

solucién polimérica
e Eleccion de farmaco

/
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¢ Seleccion del método de e Elaboracion de Nanocapsulas
S cuantificacion del cargadas con Clorhexidina
farmaco. e Elaboracion de Nanoparticulas
¢ Cuantificacion farmaco cargadas con Clorhexidina
entrampado.

¢ Cinética de liberacidn
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MEB
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fisicoquimica de la
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¢ Realizacién de
pruebas in vivo
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Figura 6. Esquema general de las actividades desarrolladas para la obtencién,
caracterizacion y evaluacion de diferentes nanosistemas.
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Figura 7. Diagrama general para la obtencién de Nanofibras poliméricas de CAP por la técnica de electrohilado y Nanocapsulas
o Nanoparticulas poliméricas de CAP por la técnica de emulsificacion-difusion.
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Parametros de la Parametros Parametros
solucion experimentales ambientales

Concentracion de polimero (5-15%) . o Velocidad de
‘ : Voltaje (5-20 Distancia (10- .
flujo (10-300
kv) 20cm) .
ul/min

Temperatura Humedad

{ambiente) (25-40%)

Conductividad Viscosidad Tension

superficial

Figura 8. Condiciones experimentales a probar de los diferentes pardmetros que afectan el proceso de electrohilado.
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3.1 Desarrollo y caracterizacion de nanofibras poliméricas por

Electrospinning
3.1.1 Determinaciones previas
3.1.1.1 Solubilidad del polimero

Se prepararon soluciones poliméricas de CAP a diferentes concentraciones

(5,10,15%) empleando diferentes mezclas de disolventes como se muestra en la

Tabla 1, las soluciones se mantuvieron bajo agitacion magnética constante por un

periodo de 24 h a temperatura ambiente en recipientes perfectamente sellados. La

solubilidad fue determinada cualitativamente en

disolventes.

Tabla 1. Solubilidad de polimero CAP a diferentes concentraciones empleando

diferentes mezclas de disolventes.

Concentracion de polimero (CAP) (%p/v)

5%

10%

15%

Mezcla de disolventes
Acetona: Agua (1.7:0.3)(v/v)
Acetona: Etanol (1:1)(v/v)
Acetona: Isopropanol (1:1)(v/v)
Acetona: Metanol (1:1)(v/v)
Acetona: Metanol (0.5:1.5)(v/v)
Acetona: Agua (1.7:0.3)(v/v)
Acetona: Etanol (1:1)(v/v)
Acetona: Isopropanol (1:1)(v/v)
Acetona: Metanol (1:1)(v/v)
Acetona: Metanol (0.5:1.5)(v/v)
Acetona: Agua (1.7:0.3)(v/v)
Acetona: Etanol (1:1)(v/v)
Acetona: Isopropanol (1:1)(v/v)
Acetona: Metanol (1:1)(v/v)
Acetona: Metanol (0.5:1.5)(v/v)

las diferentes mezclas de
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3.1.1.2 Optimizacién del proceso de electrohilado

Las propiedades de la solucion y las condiciones del proceso de electrohilado fueron
optimizadas y determinadas como se indica en la siguiente seccion, con la finalidad
de observar la influencia de la concentracion del polimero, el tipo de disolvente y la
cantidad de principio activo, sobre la eficiencia de proceso (EP) de electrohilado, la
morfologia y tamafio (didmetro) de NFs y la eficiencia de entrampamiento (EE) del

principio activo.

3.1.1.3 Viscosidad y Conductividad de soluciones poliméricas

La viscosidad de las soluciones poliméricas a diferentes concentraciones de
polimero (5-15 %) y principio activo (2-20 mg) fue determinada empleando un
viscosimetro Brookfield DV-II-PRO (USA) a 25 °C y una velocidad de 5 rpm.
Muestras de las diferentes soluciones poliméricas empleadas fueron colocadas en
un adaptador para muestras de volumen pequefio (=10 ml) del equipo antes
mencionado, todas las determinaciones fueron realizadas por triplicado. Después de
medir la viscosidad, las muestras fueron transferidas a contenedores de
aproximadamente de 15 ml, donde la conductividad de las soluciones poliméricas
fue medida empleando un medidor de conductividad tipo pluma (Eco Test TDS de
baja conductividad), de igual forma todas las determinaciones fueron realizadas por

triplicado y los resultados promedio fueron reportados.

3.1.1.4 Tension Superficial de las soluciones poliméricas

La tensién superficial de las soluciones poliméricas fue determinada empleando un
tensiometro de Dunoy modificado, sumergiendo la placa (Wihelmi) de platino (2.5
cm de ancho X 1 cm de alto) en 10 ml de las diferentes soluciones poliméricas en
estudio, (diferente concentracion, diferente disolvente y diferente cantidad de
principio activo). La fuerza necesaria para desprender la placa de platino de la
superficie de la solucién polimérica fue determinada. La tension superficial de la

solucion polimérica fue establecida tomando como referencia la tension superficial
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del agua a 25°C. Las determinaciones fueron realizadas por triplicado y el resultado

promedio fue reportado.

3.1.2 Electrohilado de soluciones poliméricas

El proceso de electrohilado se llevé a cabo empleando soluciones poliméricas de
CAP con concentraciones en un rango de 5-12 % (p/v) y diferentes mezclas de
disolventes empleadas para disolver el polimero; Acetona: Etanol (1:1)(v/v),
Acetona: Metanol (1:1)(v/v) y Acetona: Metanol (0.5: 1.5)(v/v), ademas de diferente
cantidad de principio activo. En resumen, la cantidad de CHX fue adicionada a las
diferentes mezclas de disolventes, empleadas para preparar las soluciones
poliméricas, las cuales se agitaron hasta que se disolvi6 completamente. Seguido
de esto, la cantidad necesaria de polimero fue adicionada a la solucién y se mezclo
hasta obtener una solucién translicida. La soluciébn polimérica obtenida fue
transferida a una jeringa de 10 ml equipada con una aguja de acero inoxidable de 6
mm de longitud y 31 G de diametro interno (d.i). La solucion polimérica fue inyectada
a una velocidad de 10 ul/min (0.6 ml/h) y se aplicé un voltaje en un rango de 10-15
kV. Las fibras fueron colectadas en un plato de acero inoxidable colocado a una
distancia de entre 15-20 cm. Las fibras obtenidas después de inyectar el total de la
solucion polimérica formaron una membrana en el plato colector la cual fue expuesta
a temperatura ambiente por 24 h para permitir la evaporacion del disolvente residual.
Las membranas de fibras fueron recolectadas y almacenadas a temperatura

ambiente.

3.1.3 Eficiencia de entrampamiento

La EE fue determinada con respecto a la cantidad inicial de principio activo presente
en la formulacion. De acuerdo a la mejor formulacion obtenida y condiciones de
proceso, las NFs fueron preparadas con diferente cantidad de CHX (2, 4, 10, 20 mg).
La cantidad CHX fue determinada por cromatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC). Brevemente, una cantidad aproximada de 10 mg de nanofibras de ftalato
de acetato de celulosa cargadas con clorhexidina (NFs-CAP-CHX) fue disuelta en 5

ml de metiletilcetona (MEC), seguida de la adicién de 4 ml de hidréxido de sodio 0.1
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M (NaOH) para lograr la completa disolucion de polimero y liberar la CHX
entrampada. La fase organica (FO) formada fue separada de la fase acuosa (FA),
llevdndola a sequedad a temperatura ambiente y cuyo residuo fue resuspendido en
metanol y aforado a un volumen de 10 ml. Una muestra de esta ultima solucion
obtenida, fue filtrada empleando un filtro Millipore® 0.22 um y analizada por HPLC.
La cantidad de CHX obtenida fue determinada empleando la curva de calibracién de

CHX en metanol. La EE fue calculada empleando la siguiente ecuacion:

Cantidad de farmaco en la membrana de NFs
EE % = - —— — X 100
Cantidad tedrica inicial en la formulacion

3.1.4 Determinacion de la cantidad de CHX por latécnica de HPLC

La cantidad de CHX entrampada fue determinada por HPLC, empleando un sistema
cromatografico Varian ProStar, equipado con una bomba, un automuestreador y un
detector de longitud de onda de arreglo de diodos. La muestra fue separada
empleando una columna LiChropher® 100 RP-18, 5 um, (125 mm X 4 mm). La
elucion fue realizada bajo condiciones isocraticas empleando una mezcla de
Acetonitrilo: Solucion Amortiguadora de Acetatos pH 3.3 (35:65)(v/v). Una muestra
de 20 pl fue inyectada al sistema y la deteccion fue realizada a 260 nm, a una
velocidad de flujo de 1 ml/min. Se realizé una curva de calibracién empelando 6
diferentes concentraciones en un rango entre 10 y 80 pug/ml. Después de inyectar la
muestra al sistema el tiempo de retencion fue de 6 min. Posteriormente los

cromatogramas obtenidos fueron analizados empleando el Software Galaxy.

3.1.5 Determinacién de la morfologia y didmetro de NFs por MEB

Las muestras de NFs obtenidas fueron colectadas en cubre objetos de vidrio y
preparadas de la siguiente manera. Las muestras secas, fueron recubiertas con oro
en un evaporador catodico JFG-1100 Sputter Coater (JEOL, Tokio, Japon). Las
muestras ya recubiertas fueron colocadas en la cAmara de muestras y observadas

empleando un microscopio electrénico de barrido LV-SEM JSM-5600, JEOL, Tokio,
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Japon, con una aceleracion de voltaje de 10 kV y una presion de 12-20 Pa. Las
micrografias obtenidas fueron analizadas para obtener el didmetro promedio de las
fibras. Un total de al menos 30 fibras fueron medidas para cada muestra. El didmetro
fue expresado como diametro promedio = SD. A las determinaciones obtenidas se
les realizé un analisis estadistico empleando una Test de Student en donde un p<

0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.

3.1.6 Comportamiento térmico por Calorimetria Diferencia de Barrido
(DSC)

El comportamiento térmico de los componentes de la formulacion presentes en las
soluciones poliméricas empleadas para la obtencion de NFs fueron evaluadas por
DSC. Muestras de CHX polvo, polimero CAP polvo y NFs con principio activo y sin
principio activo fueron analizadas. Aproximadamente 3-5 mg de cada muestra fueron
colocadas en charolas de aluminio no herméticas y calentadas de 0 a 300 °C a una
velocidad de 5 °C/min bajo atmosfera de nitrégeno con un flujo de 50 ml/min. Los
termogramas fueron obtenidos empleando un calorimetro DSC Q10, TA Instruments,
New Castle, DE, USA.

3.1.7 Estudios de liberacion del principio activo a partir de

nanosistemas

La determinacion del mecanismo de liberacién del principio activo a partir de los
diferentes nanosistemas fue realizada bajo condiciones sink. Una cantidad
equivalente a 500 pg de CHX presente en las membranas de NFs fueron pesadas
con exactitud, después las muestras fueron colocadas en un frasco de boca estrecha
que contenia 10ml de solucién amortiguadora de fosfatos pH 7-Brij® 58 al 2.5% (p/v)
(SBF pH 7), los frascos fueron cerrados y colocados bajo agitacion constante a una
velocidad de 30 rpm y temperatura de 37 °C. Dichas condiciones pretenden simular
el pH y la fuerza idnica de la saliva/liquido crevicular gingival (pH 7/ 75 mmol/L).
Muestras de 2 ml de medio de liberacion (SBF pH 7) fueron tomadas a diferentes
intervalos de tiempo, el volumen retirado fue inmediatamente remplazado con medio

fresco para completar el volumen inicial. La cantidad de CHX liberada a partir de los
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nanosistemas fue determinada empleando el método descrito anteriormente por la
técnica de HPLC. Los resultados obtenidos fueron reportados como el promedio de
tres determinaciones realizadas. Los datos obtenidos fueron ajustados a la ecuacién
de Higuchi y el modelo de Korsmeyer-Peppas, con la finalidad de evaluar el

mecanismo de transporte, tipo de liberacion y cinética de liberacion.

3.2 Desarrollo y caracterizacion de otros sistemas nanoparticulados por
emulsificacion-difusion.

3.2.1 Determinaciones previas.

3.2.1.1 Solubilidad del polimero.

Se realiz6 la prueba de solubilidad de los materiales utilizados con la finalidad de
determinar el mejor disolvente a utilizar en la preparacion de NCs y NPs, asi como

en la cuantificacién de la CHX.

3.2.1.2 Determinacion de la solubilidad de CHX.

Se realizaron pruebas de solubilidad del principio activo (CHX) en diferentes
disolventes y en el aceite que serviria como centro oleoso de las NCs, en este caso
Eugenol. Se pesaron 10 mg de CHX a los cuales se les adicion6 cada uno de los
disolventes en pequefias cantidades de 20 pL con agitacion magnética constante a

temperatura ambiente determinando la solubilidad en cada disolvente.

3.2.1.3 Eleccion del método analitico para la cuantificacion de CHX,
Espectrofotometria UV-Vis & Cromatografia de liquidos de alta

resolucion.

Se determinaron las longitudes de onda de maxima absorcion (Amax) para una
solucion de CHX, eugenol y una mezcla clorhexidina-eugenol, empleando como
disolvente metanol. Los barridos se realizaron en un rango de 200 a 400 nm. Por
otro lado, la Amax para el complejo PVAL con H3BO3 0.65M y una solucion de |2 0.05M

en Kl 0.15M se determind realizando un barrido en un rango de 400 a 800 nm.
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3.2.1.4 Curva de calibracion para el complejo colorido de PVAL.

Para el complejo de PVAL con H3BO3 0.65M y una solucion de |2 0.05M en Kl 0.15M,
se prepar6 una curva de calibracion por triplicado leyéndose a A=640 nm. Para la
curva se mantuvo la misma proporcion de H3BOs y 12/KI para todos los puntos, es
decir, se prepararon diferentes concentraciones de solucién acuosa de PVAL
tomando 1 ml de dicha solucién y llevandola a un volumen de 5 ml con agua destilada
con 2 ml de H3BO3 0.65M y 1 ml de 12 0.05M en Kl 0.15M para formar el complejo
colorido. Se utilizé como blanco un sistema de 5 ml de H20, 2 ml de H3BO3 0.65M y
1 ml de I20.05M en KI 0.15M.

3.2.1.5 Optimizaciéon del método analitico para la cuantificacién de CHX
por HPLC.

Se prepar6 una solucion estandar de concentracion conocida de CHX disuelta en
metanol leyéndose en el espectrofotdmetro a 260 nm. Por otro lado, una muestra de
dicha solucién estandar se inyecto al sistema cromatografico para obtener su area
bajo la curva.
La CHX presenta un pico con una Amax de 260 nm al UV, pero al mezclarse con el
eugenol que presenta un Amax a 280 nm al UV, la sefial se suprime, lo que imposibilita
detectarla y con ello cuantificarla. Por esta razén, se decidi6 proceder a la
optimizacién de un método analitico que nos permita separar los componentes de la
mezcla, eligiéndose para esto la técnica de HPLC, por lo que se procedi6 a definir el
tipo de columna a emplear, la fase movil, la velocidad de flujo de trabajo y la
temperatura.
Para ello se hicieron pruebas inyectando muestras de las siguientes soluciones:

- Soluciones blanco de metanol y solucién amortiguadora de acetatos pH 3.3.

- Solucion de CHX disuelta en metanol.

- Solucion amortiguadora de acetatos pH 3.3 adicionada con CHX.

- Solucién de una mezcla CHX / eugenol disuelta en metanol.

- Muestra problema de extraccion de CHX a partir de NCs.

- Muestra problema de extraccion de CHX a partir de NPs.
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3.2.1.6 Validacion del método analitico para la cuantificacion de CHX

mediante la técnica de HPLC.

El método analitico para la cuantificacion del principio activo fue validado
determinando la:

a) Selectividad

b) Linealidad

c) Precision

d) Repetibilidad

e) Reproducibilidad

f) Exactitud

g) Limite de deteccion

h) Limite de cuantificacion
El método analitico para la cuantificacion de CHX contenida en los nanosistemas fue
validado de acuerdo a los parametros y criterios establecidos por la guia para la
validacion de métodos analiticos, propuesta por el Colegio Nacional de Quimicos
Farmaceéuticos Bidlogos. EI método analitico se validé de acuerdo a la siguiente

manera:

Selectividad: Para evaluar la selectividad del método, se analizaron diferentes
muestras y soluciones empleadas como disolvente conformados de la siguiente
manera:

e Metanol

e Solucion Amortiguadora de Acetatos pH 3.3: Acetonitrilo (70:30)

e Eugenol disuelto en metanol (1:10)

e PVAL disuelto en metanol

e Solucion Amortiguadora de Fosfatos pH 7

e Soluciéon Amortiguadora de Fosfatos pH 7 con Brij 58® al 2.5%(p/v)

e Solucion Amortiguadora de Fosfatos pH 7 con cada ingrediente de la

formulacion.

Cada muestra fue examinada con la finalidad de asegurar una aceptable
cuantificacion de CHX, libre de interferencias provocadas por el resto de los

componentes contenidos en las formulaciones.
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Linealidad: Para determinar la linealidad del método, se preparé una curva de
calibracion de CHX por triplicado. EI medio empleado para preparar las curvas fue
metanol (disolvente empleado para la disolucion de CHX remanente extraida de las
muestras de nanosistemas). Con este disolvente se prepararon soluciones de
concentraciones conocidas de CHX, las cuales se aplicaron en el sistema
cromatografico con un minimo de seis concentraciones adecuadas. A partir de los
cromatogramas obtenidos se determind el area bajo la curva con la cual se
determind la relacion matematica entre la concentracion y la respuesta obtenida,
verificando que fuera continua y reproducible a lo largo del intervalo.

El método se considera lineal si r? es igual o mayor a 0.98 para la relacion
concentracion-respuesta. Ademas, el porcentaje de desviacién absoluta para cada
nivel de concentracion debe ser menor o igual a 15%, excepto para el nivel de
concentracion mas bajo (limite de cuantificacion), pues para este nivel el porcentaje

debe ser igual o menor a 20 %.

Precisién

Repetibilidad (Intra-dia)

Este parametro se evalué en un mismo dia a las mismas condiciones (analista,
equipo y laboratorio). Para ello, se aplicaron un minimo de 3 réplicas de las muestras

en metanol a tres diferentes niveles de concentraciéon de CHX, diferentes a los de la

curva de calibracion.

Reproducibilidad (Inter-dia)
La reproducibilidad fue estudiada en dos dias diferentes a las mismas condiciones

de equipo y laboratorio. Se aplicaron muestras de CHX por sextuplicado en el medio
metanol a tres diferentes niveles de concentracién de CHX, diferentes a los de la
curva de calibracion.

El método se considera repetible y reproducible si el coeficiente de variacion para
cada nivel de concentracibn no excede el 2 %, considerado para un método

cromatografico.
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Exactitud: La exactitud se determin6 con 6 réplicas a 3 niveles de concentracion de
CHX disuelta en metanol. El método se considera exacto, si el valor promedio en

cada nivel de concentracion esta dentro del 15 % del valor nominal de concentracion.

Limite de cuantificacion: Esta determinacion se efectud experimentalmente para
dicho método. Se analiz6 la concentracion mas baja del intervalo de trabajo por un
minimo de 3 réplicas para la CHX disuelta en metanol y se verificO que se obtuviera
una respuesta analitica por lo menos cinco veces mayor que la respuesta del blanco.
Si él CV no es mayor del 2%, se considera que esa concentracion tiene validez como

l[imite de cuantificacion.

Limite de deteccidén: Al igual que el limite de cuantificacion, este parametro se
determind experimentalmente. Para ello se aplicaron muestras con concentraciones
menores a las de la curva de calibracion. Se determind la concentracion a la cual la
sefal de las muestras puede distinguirse de los niveles de ruido o de una muestra
placebo. La respuesta debe ser tres veces la sefial de ruido de fondo, esta

concentraciéon sera el limite de deteccion.

3.2.2 Preparacion de NCs/NPs por el método de emulsificacién-difusion.

Se prepararon NCs y NPs poliméricas sin farmaco y con farmaco a partir de un
polimero preformado, CAP, empleando la técnica de emulsificacién-difusion. El
método empleado fue adaptado y a continuacién se describe brevemente (63,80,81);
en un embudo de separacion se saturaron el disolvente organico (metiletilcetona) y
agua destilada, agitando suavemente y después dejando reposar por 20 min para
separar ambas fases (fase organica y fase acuosa). Para las formulaciones de NCs,
en 20 ml de fase organica saturada se disolvié la cantidad correspondiente del
polimero CAP, de igual forma la cantidad indicada del principio activo (CHX) y la
cantidad necesaria del aceite de eugenol, (Tabla 2). Con la fase acuosa saturada se
preparé una solucion de polivinilalcohol (PVAL) al 5%. La fase organica se emulsificd
con 40 ml de fase acuosa de PVAL al 5%, agitandose mecanicamente a 1700 rpm
durante 10 min. Posteriormente el exceso de disolvente organico se elimind de la

suspension de nanosistemas bajo presion reducida en un Rotavapor a 30 rpm y 30
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°C. La suspension se concentré hasta llegar a un volumen aproximado de 40 ml de
un total de 60 ml. Los nanosistemas obtenidos (NCs o NPs) fueron aislados por
centrifugacion a 12000 rpm, 15 °C, por 40 min. La pastilla obtenida se resuspendio
en agua destilada bajo agitacion magnética durante 24 h para volver a ser
posteriormente centrifugada. Este proceso de lavado-centrifugado se realizé por
triplicado para remover el exceso de PVAL adsorbido en la superficie de los
nanosistemas. Dicho proceso optimizado y la formulacién fueron empleadas para
obtener nanopatrticulas, recalcando que en esta formulacion no es requerido el aceite

de eugenol, (Figura 9).

2. Principio activo
dlsuelto en Eugenol

4. Incorporacion de la

l Fase organica a un
fase acuosa (PVAL 5%),
= 2000 rpm/min

‘R 5. Eliminacion del
‘{.Q-?}“;\ exceso de disolvente
&

1. Saturacién de fases 3. Incorporacion de aceite
a la fase organica saturada

7. Purificacion y 6. Ultracentrifugacion
Obtencion de NCs/NPs 12000 rpm/20 min

Figura 9. Diagrama general de preparacién de NCs y NPs empleando la técnica
de emulsificacion-difusion.
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Tabla 2. Formulaciones propuestas para preparar NCs y NPs de CAP cargadas con
CHX.

Material NCs NPs
Formulacion  Formulacion Formulacion  Formulacion
A B C
Polimero (CAP) (mg) 200 200 200 200
Aceite (Eugenol) (mg) 365 365 365 —*
Principio Activo (CHX) (mg) 10 20 30 10
Solucion fase externa (PVAL 40 40 40 40
5%) (ml)
Solucidn fase interna (MEC) 20 20 20 20

(ml)
*Para esta formulacion el eugenol no es necesario
*MEC (Metiletilcetona)
***PVAL (Polivinilalcohol)

Se prepararon varios lotes, cada lote por triplicado y la pastilla del tltimo centrifugado
se resuspendi6 en agua destilada. Algunos lotes en suspension se congelaron y se
liofilizaron y otros se utilizaron para algunas pruebas de caracterizacion de las NCs

o NPs conservandose en dispersion liquida.

3.2.3 Caracterizacién fisicoquimica de NCs y NPs

En base a la mejor formulacidbn se prepararon lotes para llevar acabo la

caracterizacion de las NCs y NPs.

3.2.3.1 Determinacién de tamafio de particulay potencial Zde NCs y NPs

Se determiné el tamafio de particula promedio, la distribucion de tamafio de
particula, la desviacién estandar, asi como el indice de polidispersion por el método
de dispersion de luz dindmica empleando un Zetasizer® Nano ZS (Malvern
Instruments Ltd.). Las muestras de los nanosistemas fueron suspendidas y diluidas
apropiadamente con agua ultrapura Milli-Q® hasta lograr la apropiada concentracion
de particulas para la medicion, todas las lecturas se realizaron a 25 °C y un angulo
de incidencia de 90° por 180 s. Todas las determinaciones fueron realizadas por
triplicado (n=3). El potencial Z se determiné utilizando el Zetasizer® Nano ZS
(Malvern Instrument Ltd.) empleando una celda de capilar doblado con 150 V de

corriente eléctrica; cada dispersion de NCs/NPs fue diluida con agua desionizada
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hasta alcanzar la concentracion adecuada para las mediciones. Todas las

mediciones fueron hechas por triplicado a 25 °C.

3.2.3.2 Determinacion del PVAL residual en NCs/NPs de CAP.

La cantidad de PVAL residual en los nanosistemas fue determinada por un método
colorimétrico. Considerando que el PVAL en solucion forma un complejo estable con
iodo en presencia de acido bdrico, el método empleado fue el siguiente; se disolvid
una cantidad conocida de liofilizado de nanosistemas (5-10 mg) en 5 ml de
metiletiicetona en un vaso de precipitados con agitacion magnética por 48 h vy
posteriormente se llevd a sequedad. Después se agregaron 5 ml de agua destilada
y se continud la agitacion magnética por al menos 3 h. Esta solucién se filtré con una
membrana Millipore® de 0.22 um, el filtrado se llevé a un volumen de 10 ml con agua.
Se tom6 1 ml de la solucion anterior y se afor6 nuevamente a 5 ml con agua
destilada. Los 5 ml se mezclaron con 2 ml de H3BOs 0.65 My 1 ml de 12 0.05 M en
K1 0.15 M para formar el complejo colorido. La absorbancia de la muestra resultante
fue medida a 2=640 nm en el espectrofotometro (Varain Cary Win 50 UV-Vis), la
absorbancia obtenida se interpol6 en la curva de calibracion para obtener la
concentracion del sistema.

Cuando la lectura de absorbancia era baja o alta para ser interpolada en la curva de
calibracion se tomaron mayores voliumenes del filtrado o bien se hacian diluciones
del mismo, llevando siempre a un volumen final de 5 ml antes de mezclar con los 2
ml de Hs3BO3 0.65 My 1 mlde |20.05 M en Kl 0.15 M para formar el complejo colorido.
Se utiliz6 como blanco un sistema de 5 ml de H20, 2 ml de H3BO3 0.65 My 1 ml de
solucion de iodo I2 0.05 M en KI 0.15 M (82). La curva de calibracion para la
cuantificacion de PVAL fue lineal en un rango de concentraciones de 5-50 pg/ml,
(r°=0.9999).
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3.2.3.3 Determinacion de la eficiencia de entrampamiento y capacidad
de carga de NCs y NPs de CAP

La eficiencia de entrampamiento (EE) se refiere a la cantidad de farmaco que puede
ser entrampado o encapsulado con respecto a la cantidad inicial del farmaco en la
formulacion (Ecuacién 1). La capacidad de carga (CC) se refiere a la cantidad de
farmaco que esta contenido en los nanosistemas con respecto a la cantidad total de
nanosistemas obtenidos (Ecuacion 2). La eficiencia de proceso (EP) se refiere a la
cantidad de nanosistemas que pueden ser obtenidos con respecto a la cantidad
inicial de los materiales presentes en la formulacion (Ecuacién 3). Se prepararon
lotes de NCs y NPs en base a la mejor formulacion, con la finalidad de evaluar la EE,
la CCy la EP de fabricacién, todos los lotes preparados fueron llevados a sequedad
a 40-50 °C en una estufa por 24 h, después el polvo obtenido se coloc6 en un
desecador a temperatura ambiente, para obtener el peso constante del polvo
resultante. Los resultados obtenidos se analizaron empleando la ecuacion 3 para

obtener la EP en la elaboracién de NCs o NPs.

S ) » Cantidad de Farmaco cargado
Eficiencia de entrampamiento /encapsulacion = - — ~ x 100
Cantidad inical de Farmaco (1)

Cantidad de Farmaco en el nanosistema

o idad d = x 100
apaciaad ae carga = Cantidad total de nanosistema obtenido 2)

Cantidad total de nanosistema obtenido

Eficiencia de Proceso =

= x 100
Cantidad total de excipientes en la formulacion (3)

Las NCs fueron preparadas con diferente cantidad de CHX (10, 20 y 30 mg) pero la
misma cantidad de aceite de eugenol 365mg (Tabla 2). La cantidad de CHX en NCs
de CAP fue determinado, siguiendo la siguiente metodologia descrita; 10 mg de
polvo de nanosistema (NCs/NPs) fueron disueltos 4 ml de NaOH 0.1 My 5 ml de
metiletilcetona para lograr la disolucion completa del CAP vy liberar la cantidad de
farmaco encapsulado/entrampado, disolviendose en la fase organica. La fase
organicay acuosa obtenidas, fueron separadas y llevadas a sequedad a temperatura

ambiente y cuyo residuo fue resuspendido en 10 ml de metanol bajo agitacién
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magneética por 10 min. Una muestra de esta ultima solucion fue filtrada con una
membrana Millipore® de 0.22 um y analizada por HPLC para determinar la cantidad
de CHX encapsulada o entrampada segun sea el caso. Dicho procedimiento también
fue replicado para la determinacién de CHX contenida en NPs de acuerdo a la mejor

formulacion (Figura 10).

3.2.3.4 Determinacion cuantitativa de CHX en NCs y NPs de CAP.

El método descrito anteriormente se adaptd para la cuantificacion de CHX a partir
de NCs o NPs. La cantidad de CHX fue determinada por HPLC fase reversa,
empleando una columna LiChropher® 100 RP-18, 5 pm (125 mm X 4 mm) y un
sistema cromatografico Varian ProStar, equipado con una bomba, automuestreador
y un detector de arreglo de diodos, conectados a un equipo de computo. La elucion
se llevo a cabo en condiciones isocraticas empleando una fase movil que consistia
de una mezcla de Acetonitrilo: Solucion amortiguadora de acetato de sodio 30 mM
(35:65)(v/v) ajustando el pH a 3.3 con acido acético glacial y 0.5 % de trietilamina.
El volumen inyectado de muestra tanto de fase acuosa como de fase organica fue
de 20 pl. La deteccion fue realizada a 260nm a una velocidad de flujo 1 ml/min. La
curva de calibracion para la CHX fue lineal en un rango de concentraciones de 10-
80 pg/ml. El tiempo de retencion de la CHX fue aproximadamente de 6 min. Los
cromatogramas obtenidos fueron analizados con el Software Galaxy siguiendo el

método descrito y adaptado de H. Lboutounne et al. (2002) (63).
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Figura 10. Representacion grafica del proceso de extraccion de CHX para su
cuantificacion a partir de los diferentes nanosistemas obtenidos.
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3.2.3.5 Analisis morfoldgico y superficial de NCs/NPs por MEB

La MEB fue empleada para examinar la morfologia superficial y tamafio de muestras
de NCs y NPs de CAP cargadas con CHX. Las muestras se prepararon realizando
una dilucion de la dispersion de NCs o NPs. Una gota de suspension se coloco sobre
un cubre objetos y se dejo secar a temperatura ambiente para después recubrirlas
con un bafio de oro (= 20 nm) empleando una cAmara de vacio para recubrimiento
JFG-1100 Sputter Coater. Las muestras fueron observadas con un microscopio
electronico de barrido (LV-SEM JSM-5600, JEOL, Japon) empleando un voltaje de
15-25 kV y una presion de 12-20 Pa, en la camara de muestras.

Por otro lado, con la finalidad de evaluar la potencial infiltracion de los hanosistemas
en la bolsa periodontal, hilos dentales no encerados de nylon (SUPERFLOSS TM
Oral-B®) fueron sumergidos en una dispersion al 5% (p/v) de nanosistemas (NCs-
CAP-CHX o NPs-CAP-CHX) por 24 h, transcurrido el tiempo fueron retiradas y se
dejaron secar a temperatura ambiente (Figura 11). Muestras de hilos completamente
secos fueron montados en un porta muestras y preparados como se mencioné

anteriormente para ser caracterizados por MEB empleando las mismas condiciones.
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Figura 11. Procedimiento de adsorcion de diferentes sistemas nanoparticulados a
la superficie de hilos dentales no encerados.
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3.2.3.6 Comportamiento térmico por Calorimetria Diferencial de Barrido.

La calorimetria diferencial de barrido fue empleada para caracterizar las propiedades
térmicas de los componentes de la formulacion ya optimizada, en particular para
NCs. Se realizaron muestras de cada uno de los componentes de la formulacion,
una mezcla fisica, asi como de NCs sin principio activo y NCs con principio activo.
En primer lugar, el equipo fue calibrado con un estandar de indio, después de cada
una de las muestras a estudiar, se pesaron de 3-5 mg directamente en charolas de
aluminio herméticas, se sellaron y se escanearon. El escaneo se realiz6 a una
temperatura de entre 0-400 °C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min bajo
atmosfera de nitrégeno a un flujo de 50 ml/min utilizando un calorimetro DSC Q10

(TA Instruments®, USA), previamente calibrado y ajustado.

3.2.4 Determinacién de mecanismo y tipo de liberacion del principio

activo

El método empleado para la determinacién del mecanismo de liberacion a partir de
NCs o NPs fue adaptado del descrito por Silvana Gjoseva et al. (2018) (83). Las
pruebas de liberacion de farmaco se realizaron bajo condiciones sink, empleando
una cantidad equivalente a 1 mg de CHX contenida en cada nanosistema seco (NPs
0 NCs). Los nanosistemas fueron suspendidos en 20 ml de solucion amortiguadora
de fosfatos pH 7 adicionada con Brij 58® al 2.5%, colocandose en tubos de ensayo
termostaticos cerrados, manteniéndolos a 37 °C con un bafio de agua y una agitacion
de 50 rpm con una parrilla de agitacion multiplaza. Las condiciones de disolucién
intentan simular el pH y la fuerza iénica de la saliva y liquido crevicular gingival (pH
7 175 mmol/L). A ciertos intervalos de tiempo predeterminados (NPs 0-20 miny NCs
0-100 min), se tomaron muestras de 2 ml del medio de liberacion que
inmediatamente fueron remplazados con medio fresco de disolucion (SBF pH 7). La
cantidad de CHX liberada se determiné empleando el método cromatografico, a las
mismas condiciones y que ha sido previamente descrito. Los resultados obtenidos
se ajustaron a los modelos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas para determinar el
mecanismo de transporte, el tipo de liberacién y la cinética de liberacion del principio

activo.
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3.2.5 Pruebas clinicas preliminares (estudio comparativo)

Se planed el disefio de un modelo experimental comparativo para realizar una
prueba de panel, empleando el nanosistema obtenido, como alternativa en el
tratamiento de la periodontitis en cualquiera de sus fases y observar con esto la
efectividad de los nanosistemas. Para ello, fueron invitados a participar voluntarios
sanos, con enfermedad periodontal diagnosticada en un estadio preferentemente
moderada-severa (Figura 4). El estudio fue realizado siguiendo los principios de
experimentacion que envuelven seres humanos establecidos en la declaracion de
Helsinki. El estudio fue sometido, revisado y aprobado por el comité de ética y
bioseguridad del centro de salud Tl Manuel Gutiérrez Zavala de la Ciudad de
México. La prueba de panel fue realizada evaluando el uso de NCs de CAP cargadas
con CHX contra un grupo tratado con una solucion comercial que contiene CHX en
presentacion de enjuague bucal. El procedimiento a realizar fue explicado a cada
participante antes de iniciar. Después de recibir su autorizacién y firmar el
consentimiento informado en el cual acuerdan seguir con las indicaciones del
tratamiento, se llevé a cabo un proceso de odontoxesis, el cual implica un sondeo
periodontal y la eliminacion del calculo supragingival antes de determinar el
porcentaje de placa dentobacteriana (PDB) mediante el indice de O Leary. Para la
evaluacion del indice el paciente recibié una pastilla reveladora de placa, la cual se
disuelve en la cavidad oral tiiendo las superficies que contiene PDB, los datos se
registraron en un formulario de registro, donde cada diente se divide en cuatro
sectores, (mesial, vestibular, distal y lingual). Para determinar el porcentaje final de
PDB, se suma la cantidad de caras tefiidas y se divide entre el nUmero total de caras
presentes en la cavidad, dicho resultado se multiplica por 100 para expresarse en
porcentaje y asi poder comparar los resultados (84—86). Por ultimo, los participantes
se someten a un procedimiento de profilaxis y después una cantidad equivalente a
9 mg de CHX contenida en el nanosistema (NCs) es aplicada a los pacientes una
vez al dia, cada tercer dia, por un periodo de 15 dias. La eficacia del sistema se
monitoreo mediante la determinacion de porcentaje de PDB aplicando el indice de
O Leary como un indicador de la reduccion de la placa. El mismo procedimiento fue
realizado para el grupo en el cual se emple6 una solucion comercial de CHX al 0.2%

y una dosis de 18 mg, empleandolo una vez al dia, cada tercer dia, por 15 dias.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Resultados y discusion de nanofibras poliméricas.

1.1 Optimizacion del proceso de electrohilado.

Debido a que en el electrohilado influyen, tanto parametros relacionados al proceso,
como a la solucion, es necesario investigar la influencia de cada uno de ellos en la
obtencién de fibras a partir de soluciones poliméricas de CAP. En las siguientes

secciones se presentan los resultados obtenidos de dichas observaciones.

1.1.1 Determinaciones previas.

El equipo armado de electrohilado (electrospinning) se muestra en la Figura 12, el
cual se compone principalmente de una fuente de poder de alto voltaje (0-100kV),
una bomba de infusién, una jeringa con aguja de acero inoxidable (30-31 G) y una
placa colectora de acero inoxidable. Idealmente, todo el equipo debe estar contenido
en una cadmara de acrilico, con la finalidad de controlar la humedad relativa (HR)
durante el proceso de electrohilado ya que se ha reportado que esta impacta en la
morfologia superficial. Cabe mencionar que la HR fue monitoreada constantemente
y controlada empleando un agente desecante, con la finalidad de descartar la
influencia de este parametro ambiental en la obtencion y morfologia de las

nanofibras.
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Figura 12. Equipo de electrohilado empleado para la elaboracién de Nanofibras
poliméricas.
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1.1.2 Determinacién de la solubilidad del polimero.

Las propiedades de la solucion polimérica, las cuales dependen del tipo de
disolvente y concentracion de polimero, tienen gran influencia en el proceso de
electrohilado. El disolvente o mezcla de disolventes deben permitir la completa
disolucion del polimero, adema&s de poseer puntos de ebullicion bajos,
preferiblemente por debajo de los 50 °C, lo cual permitiria que se evapore facilmente
en el proceso de estiramiento de las fibras, colectando una membrana compuesta
de fibras secas o con la minima cantidad de disolvente residual, que no permita su
fusion. Ademds, dichos disolventes deben poseer una constante dieléctrica
preferiblemente alta, lo que mejoraria las propiedades de conductividad de la
solucion polimérica y con esto seria menos probable la necesidad de emplear altos
voltajes en el proceso de electrohilado. Otra caracteristica importante es que dichos
disolventes deben ser preferentemente aprobados para su uso clinico. Se determiné
la solubilidad del polimero CAP en diferentes mezclas de disolventes organicos a
diferentes concentraciones. Como se ha mencionado anteriormente, para la
elaboracion de NFs poliméricas es necesario que el polimero se encuentre
completamente disuelto, ademas de que los disolventes sean los apropiados para
evaporarse rapidamente durante el proceso de electrohilado.

La Tabla 3 muestra que el polimero se encuentra completamente disuelto en las
mezclas de disolventes Acetona:Etanol (1:1)(v/v), Acetona:Metanol (1:1)(v/v) y
Acetona:Metanol (0.5:1.5)(v/v), a partir de las cuales se obtuvieron soluciones
totalmente translucidas, caso contrario a las mezclas Acetona:Agua (1.7:0.3)(v/v) y
Acetona:lsopropanol (1:1)(v/v). Cabe mencionar que la mezcla Acetona:
Isopropanol (1:1)(v/v) es altamente volatil, por lo que el CAP se disuelve, pero al
evaporase de la mezcla de disolventes el polimero tiende a precipitarse inclusive

antes de emplearse, razon por la que dichas soluciones se descartaron.
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Tabla 3. Solubilidad de CAP en diferentes mezclas de disolventes.

Concentraciéon
de la solucion
polimérica
5% Ligeramente

turbia

Ligeramente
turbia
Ligeramente
turbia

Acetona:Agua
(1.7:0.3) (VIv)

10%

15%

Acetona:Etanol(
1:1) (viv)

Completamente
disuelto
Completamente
disuelto
Completamente
disuelto

Acetona:lsopropanol
(1:2)(viv)

Soluble / precipitado
Soluble / precipitado

Soluble / precipitado

Acetona:Metanol
(2:1)(viv)

Completamente
disuelto
Completamente
disuelto
Completamente
disuelto

Acetona:Metanol
(0.5:1.5) (vlv)

Completamente
disuelto
Completamente
disuelto
Completamente
disuelto

A partir de dichos resultados se optd por trabajar con aquellas mezclas de
disolventes en donde se solubilizara completamente el CAP y que no presentaran
cambios fisicos durante al menos 1 semana de almacenamiento en refrigeracion,
aun y cuando se empleen concentraciones altas. En resumen, las mezclas de
las soluciones poliméricas seran;
Acetona:Metanol(0.5:1.5)

disolventes empleadas para preparar
Acetona:Etanol(1:1)(v/v); Acetona:Metanol(1:1) (v/v);
(v/v) y a partir de la cuales se realizaron las pruebas de formacion de fibras.

Otras de las propiedades de la solucion polimérica que tendran influencia en el
proceso de electrohilado son la viscosidad y conductividad. Las Tablas 4 y 5
muestran las propiedades de viscosidad y conductividad de las soluciones
poliméricas a diferente concentracion de CAP, empleadas en las pruebas

cualitativas de formacioén de fibras.

Tabla 4. Viscosidad de soluciones poliméricas a diferentes concentraciones
empleando diferentes mezclas de disolventes.

Concentracion Acetona:Agua Acetona:Etanol( Acetona: Acetona:Metanol  Acetona:Metanol(
(%) (0.97:0.03) 1:1) Isopropanol (1:1) 0.5:1.5)
(Poise) (Poise) (1:1) (Poise) (Poise) (Poise)
5% 0.594 0.432 0.353 0.576 0.432
10% 1.102 1.815 1.920 0.655 0.961
15% 2.630 2.450 3.600 3.710 4.176

Tabla 5. Conductividad de soluciones poliméricas a diferente concentracion
empleando diferentes mezclas de disolventes.

Concentracion Acetona:Agua Acetona:Etanol( Acetona: Acetona/Metanol Acetona:Metanol
(%) (0.9797:0.03) 1:1) Isopropanol (2:1) (0.5:1.5)
(mV) (mV) (2:1)(mV) (mV) (mV)
5% 34 24.66 15.33 37.33 35.33
10% 39.33 32.33 17.33 51 52.33
15% 38.66 59 15 58.33 55.33
20% 50 40 16 57 57
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En la Tabla 6 se resumen algunas de las propiedades fisicoquimicas de los
disolventes organicos empleados para la preparacion de las soluciones poliméricas.
Cabe destacar que la mayoria de ellos posee puntos de ebullicion bajos, por debajo
de los 65 °C, lo que permitiria una rapida evaporacion del disolvente en el proceso
de estiramiento de las fibras, ademas de poseer una tensién superficial baja, menor
a la del agua, que nos haria pensar que voltajes altos, no son necesarios para
obtener fibras a partir de soluciones poliméricas que empleen este tipo de
disolventes. Una desventaja es que poseen una constante dieléctrica baja, lo cual
no es favorable para el proceso de electrohilado, ya que no podrian conducir las
cargas eléctricas eficientemente, esto puede ser contrarrestado, ya sea por las
propiedades inherentes del propio polimero empleado o agregando un agente

quimico que mejore las propiedades de conductividad.

Tabla 6. Propiedades fisicoquimicas de los disolventes empleados en la
preparacion de soluciones poliméricas.

Disolventes Tension superficial Constante Punto de ebullicién Densidad (g/ml)
(dina/cm) dieléctrica (°C)
Acetona 25.2 21 56.1 1.786
Metanol 22.3 33 64.5 0.791
Etanol 22.7 24 78.3 0.789

1.2 Influencia cualitativa de parametros relacionados al proceso en la
formacion de NFs.

Empleando soluciones poliméricas a diferentes concentraciones (5-15%) y que
emplean como disolvente las mezclas Acetona:Etanol(1:1)(v/v) (Disolvente A);
Acetona:Metanol(1:1)(v/v) (Disolvente B) y Acetona:Metanol(0.5:1.5)(v/v)
(Disolvente C), se realizaron pruebas de formacion de fibras por electrohilado,
teniendo como variable principal, el voltaje aplicado, con la finalidad de observar
cualitativamente su influencia tanto en la EP como en el tipo de fibras obtenidas. Se
realizaron un total de 144 experimentos de electrohilado, los cuales se resumen en
la Figura 13 y Figura 14. En la Figura 14 se muestran imagenes obtenidas por

microscopia 6ptica a un aumento de 100 X, en las cuales se observo que es posible
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obtener fibras de CAP a partir de cierto rango de concentraciones de polimero, las
cuales aparentemente disminuyen de tamafo de acuerdo con el tipo de disolvente
empleado y concentracion de polimero presente.

Uno de los principales parametros del proceso, que afectan directamente en la
formacion, morfologia y tamafio de las fibras es la fuerza del voltaje aplicado. Para
observar esto, tres diferentes series de soluciones poliméricas fueron empleadas,
variando la concentracion de polimero y tipo de disolvente. Las soluciones
poliméricas fueron electrohiladas aplicando diferentes voltajes en un rango de entre
7-15 kV. Tedricamente, un chorro liquido de bajo peso molecular impulsado
eléctricamente formara gotas de diametro pequefio (electroatomizacion). La
formacién de estas gotas se debe principalmente a la ruptura capilar del chorro
giratorio por efecto de la tension superficial. Para soluciones de polimeros, el patron
de ruptura cambia radicalmente, en lugar de romperse rapidamente, filamentos
entre las gotas son formados y estabilizados, formando una estructura estable de
perlas en cuerda (fibras con gotas). La razon de esto, es que las macromoléculas
en espiral del polimero disuelto se transforman por el flujo de alargamiento del
chorro, en redes orientadas y enredadas que persisten a medida que la fibra se
solidifica. La contraccion del radio del chorro, que es impulsada por la tensién
superficial, hace que la solucién restante forme perlas. A medida que aumenta la
viscosidad de la solucion, las perlas se hacen mas grandes, la distancia promedio
entre perla y perla es mas larga, el diametro de las fibras aumenta y la forma de las
perlas cambia de esférica a forma de hueso (esfera contraida) (87).

En general, los resultados obtenidos muestran que cuando bajos voltajes son
aplicados, no es posible llevar a cabo el proceso de electrohilado y sélo gotas, fibras
cortadas o discontinuas son obtenidas debido a que le voltaje no es lo
suficientemente grande para superar la tensién superficial de la gota de la solucién
polimérica y s6lo se obtiene un proceso de atomizado a partir de una solucion de
baja concentracion. También fibras cortadas y en forma de cinta son obtenidas a
partir de soluciones con alta concentracién de polimero. Cabe destacar que
empleando voltajes en un rango de entre 12-15 kV son obtenidas fibras con una
gran presencia de perlas y que aparentemente incrementan de tamafio al
incrementar la concentracion de la solucion polimérica de entre 8-10%. Las fibras

llegan a ser mas uniformes y disminuye la presencia de perlas debido al aumento
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de la viscosidad en soluciones por arriba del 11%, probablemente a que el voltaje
es el adecuado para sobrellevar la tension superficial de la gota de solucién
polimérica a partir de la cual sera expulsado el chorro. Se debe tener especial
cuidado con este parametro ya que si se aplican voltajes muy elevados es posible
obtener fibras en forma de cintas, lo que modificaria su relacion volumen-superficie.
A partir de estas observaciones, meramente cualitativas, se establecié que las
condiciones 6ptimas de voltaje para obtener fibras uniformes en cuanto a longitud y
diametro de tamafio submicronico, preferentemente nanométrico y con poca
presencia de perlas, empleando soluciones poliméricas de CAP, voltajes en un
rango de entre 11-13 kV, preferentemente 12.5 Kv, son necesarios. Como se
observa en la Figura 14 es posible obtener fibras uniformes aplicando este voltaje a

ciertas concentraciones de polimero.
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Se forman gotas con fibras pero estas no son continuas
Se forman gotas con fibras pero estas no son continuas
Se forman gotas con fibras mas continuas

Se forman gotas con fibras mas continuas

Se forman fibras pero su apariencia es de cinta

Condiciones de trabajo
CODIGO DE COLORES Distancia 20 cm Notas
Formacion de fibras uniformes Velocidad de flujo 10 pl/min

n Fibras con diametro aparentemente pequefio

Formacion de fibras con gotas Disolventes taponamiento de aguja, pero obtencidn de fibras con diametro pequefio
Formacion de gotas A Acetona: Etanol (1:1)(v/v) Chorreo de solucion polimérica de la punta
No se obtienen sistemas B Acetona: Metanol (1:1)(v/v) Acumulacic’m de solucion polimérica seca

C Acetona:Metanol (0.25:0.75)(v/v)

Figura 13. Formacion de fibras empleando soluciones poliméricas a diferentes concentraciones, mezclas de disolventes en
diferente proporcién y variacién de voltaje en un rango de 5-20 kV.
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Solucién 5 %, Disolvente A
Voltaje 7.5 kV, Vel. flujo 10uL/min

Solo se observan gotas muy
pequefias.

Solucién 5 %, Disolvente B
Voltaje 7.5 kV, Vel. flujo 10puL/min

Solucién 5 %, Disolvente C
Voltaje 12.5 kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el voltaje las gotas
incrementan de tamafio y se
empiezan a aglomerar.

Conforme se aumenta el voltaje, el
tamafio de las gotas incrementa y
parecen aglomerarse.

Solucién 7 %, Disolvente A
Voltaje 12.5 kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el voltaje las gotas
crecen y disminuye la
recoleccidn, existe una aparente
formacién de fibras de diametro
pequefias unidas a ellas

Solucién 7 %, Disolvente B
Voltaje 10 kV, Vel. flujo 10pL/min

Al aumentar el voltaje aumenta el
tamafio y uniformidad de las
gotas.

Solucién 7 %, Disolvente C
Voltaje 20 kV, Vel. flujo 10pL/min

A voltajes menores hay una
minima presencia de fibras, no
son continuas ni uniformes, hay
gotas unidas a ellas.

Solucién 8 %, Disolvente A
Voltaje 15 kV, Vel. flujo 10pL/min

Se obtienen fibras con gotas. Al
aumentar el voltaje el tamafio de

Solucién 8 %, Disolvente B
Voltaje 15 kV, Vel. flujo 10puL/min

Se obtienen fibras con gotas. Al
aumentar el voltaje el tamafio de

Solucién 8 %, Disolvente C
Voltaje 20 kV, Vel. flujo 10pL/min

Se obtienen fibras con gotas. A
voltajes bajos no se forman fibras,

las gotas aumenta, parecen | las gotas presentes aumenta, solo | pero a voltajes mayores a 15kV se

aglomerarse, las fibras no |a este voltaje hay mayor | empiezan a formar, de igual

cambian, pero disminuye la | presencia de fibras | manera al aumentar el voltaje el

recoleccién. aparentemente de diametro | tamafio de las gotas presentes
pequeio. aumenta.
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Solucién 9 %, Disolvente A
Voltaje 12.5 kV, Vel. flujo 10uL/min

Se obtienen fibras con gotas. Al
aumentar el voltaje las gotas
presentes aumentan de tamafio.
La longitud de la fibra obtenida
entre gota y gota es mayor, asi
como su diametro.

Solucién 9 %, Disolvente B
Voltaje 12.5 kV, Vel. flujo 10pL/min

-y . | 1pms b

Se obtienen fibras con gotas. Al
aumentar el voltaje disminuye la
continuidad y uniformidad de las
fibras y aumenta el tamafio de las

gotas.

Solucién 9 %, Disolvente C
Voltaje 15 kV, Vel. flujo 10pL/min

longitud de la fibra obtenida entre
gota y gota es corta. Al aumentar
el voltaje el didmetro de las fibras
aumenta al igual que el de las
gotas presentes.

Solucién 10 %, Disolvente A
Voltaje 12.5kV, Vel. flujo 10puL/min

La longitud de las fibras
obtenidas entre gota y gota
aumenta. Se obtienen fibras més
uniformes y la presencia de gotas
disminuye. Al disminuir la
velocidad de flujo a 5 pL/min el
diametro de las fibras disminuye.

Solucién 10%, Disolvente B
Voltaje 12.5 kV, Vel. flujo 10uL/min

ouz72015 12184

Se obtienen fibras con gotas. La
longitud de la fibra obtenida entre
gota y gota aumenta. El didmetro
de la fibra es pequefio. Al
aumentar el voltaje el tamafio de
las gotas presentes aumenta asi
como el didmetro de las fibras.

Solucién 10%, Disolvente C
Voltaje 15 kV, Vel. flujo 10puL/min

Se obtienen fibras con gotas. La
longitud de la fibra obtenida entre
gota y gota es grande, por lo que
se aprecia poca presencia de
gotas. El diametro de la fibra
obtenida aumenta. Al aumentar el
voltaje las fibras se aplanan. La
recoleccidn se ve disminuida.

Solucién 11 %, Disolvente A
Voltaje 20 kV, Vel. flujo 10puL/min

.|m| .
Al aumentar el voltaje el diametro
de las fibras aumenta vy
presencia de gotas es minima.

la

Solucién 11 %, Disolvente B
Voltaje 15 kV, Vel. flujo 10puL/min

Al aumentar el voltaje el diametro
de las fibras y las gotas

disminuida.

aumentan. La recoleccién se ve

Solucién 11 %, Disolvente C
Voltaje 20 kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el voltaje desaparece
laformacion de gotas en las fibras
pero el diametro de las fibras
aumenta.
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Solucién 12 %, Disolvente A
Voltaje 20 kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el voltaje las gotas
desaparecen, aparentemente las
fibras son continuas en longitud y
su diametro aumenta.

Solucién 12 %, Disolvente B
Voltaje 15 kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el

voltaje
desaparecen las gotas pero
aumenta el diametro de las fibras.

Solucion 12 %, Disolvente C
Voltaje 12.5kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el voltaje
desaparecen las gotas, pero
también aumenta el diametro de
las fibras.

Solucién 15 %, Disolvente A
Voltaje 12.5kV, Vel. flujo 10puL/min

Al aumentar el voltaje se
observan cambios aparentes en
el diametro y uniformidad de las
fibras.

Solucién 15 %, Disolvente B
Voltaje 12.5 kV, Vel. flujo 10uL/min

Al aumentar el voltaje no se
aprecian cambios aparentes en el
diametro y longitud de las fibras,
ademas de ser continuas. El
diametro de las fibras aumenta.

Solucién 15 %, Disolvente C
Voltaje 7.5 kV, Vel. flujo 10puL/min

birees W 32172015 14:1143
Al aumentar el voltaje no hay
cambios, el polimero se acumula
en la punta de la aguja debido a la
rapida evaporacion del
disolvente.

Figura 14. Imagenes obtenidas por microscopia Optica 100 X de muestras
obtenidas del proceso de electrohilado al emplear soluciones poliméricas de
diferente concentracioén y tipo de disolvente.

Uno de los parametros experimentales del proceso que no impacta directamente en

la morfologia y tamafo de las fibras, pero repercutira en la EP, es la velocidad de

flujo, la cual determina la cantidad de solucién polimérica disponible en la punta de

la aguja, lista para llevar a cabo el proceso de estiramiento.

Hipotéticamente, cuando se aplican altas velocidades de flujo se puede causar una

disminucién en la EP debido a que hay un limite en la velocidad de alimentacién de

la boquilla (aguja) y velocidades altas pueden provocar el goteo de la solucién de la

boquilla, por la fuerza de gravedad y por otro lado, cuando hay una gran cantidad
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de solucion de polimero, el cono de Taylor no se puede mantener uniformemente
para obtener un chorro estable, debido al campo eléctrico insuficiente
experimentado por las boquillas, lo que resulta en una extraccion inadecuada de la
solucion. Ademas, los caudales altos pueden causar un secado insuficiente, lo que
ocasiona defectos en las fibras y estructuras planas en forma de cinta, debido a que
el campo eléctrico no fue suficiente para hacer girar toda la solucién (88). Durante
las pruebas realizadas se varid la velocidad de flujo (10, 15, 30 pL/min),
observandose que altas velocidades de flujo provocan un exceso de solucion
polimérica en la punta de la aguja que no puede ser electrohilada ademas de
acumularse y probablemente provocar el taponamiento de la aguja. Teniendo lo
anterior presente, la velocidad de flujo fue disminuida hasta un rango en donde la
acumulacion de polimero en la punta de la aguja fuera la minima, siendo esta 10
puL/min, ademas se controlé que el voltaje aplicado no exceda los 12.5 kV, con lo
que se esperaria obtener fibras uniformes.

Varios autores han reportado que la distancia entre la punta de la aguja y el colector
es otro factor que puede influir en el tamafio y la morfologia de las fibras obtenidas,
por lo que han propuesto que la distancia 6ptima deberia estar en el rango de los
10 a 20 cm, lo que se considera una distancia de giro efectiva con los métodos
convencionales de electrohilado. La distancia debe permitir la evaporacién del
disolvente para obtener fibras poliméricas secas y al mismo tiempo permitir el
estiramiento lo suficiente como para ser recogido en forma de malla no tejida (42).
De acuerdo con lo observado, la distancia 6ptima entre la aguja y el colector para
obtener una membrana de fibras secas fue establecida en 15 cm, distancia
suficiente para permitir la evaporacion del disolvente y el estiramiento de las fibras.
Por otro lado, ademas del tipo de disolventes empleados para lograr la disolucion
del polimero, se deben tomar en cuenta otras propiedades de la solucién que
influyen en el proceso de electrohilado, tipo y morfologia de fibras obtenidas
empleando dicha técnica.

La viscosidad es una de las propiedades de la solucién a considerar en el proceso
de electrohilado, esta se relaciona estrechamente con el entrelazamiento fisico de
las cadenas poliméricas dentro de la solucion. Cuando la viscosidad de la solucion
es muy baja el fendmeno de electroatomizado puede ocurrir, formandose particulas

en lugar de fibras. Durante el estiramiento de la fibra, es el entrelazamiento de las
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cadenas moleculares lo que impide que el flujo sea discontinuo, por lo tanto, factores
que afectan la viscosidad de la solucién polimérica impactaran directamente en el
proceso de electrohilado y con ello en la forma y tamafo de las fibras resultantes.
En las pruebas realizadas (Figura 14), donde se emplean soluciones poliméricas a
diferentes concentraciones (5-15%) se puede observar que cuando son empleadas
soluciones poliméricas con baja concentracion de polimero, ademas de bajos
voltajes, el proceso de electrohilado no tiene lugar, obteniéndose s6lo un atomizado
de pequefias particulas, pero conforme se incrementa la concentracion de polimero
y con ello la viscosidad de las soluciones ademas del voltaje aplicado en ciertos
intervalos es posible obtener fibras de diferente morfologia y tamafo.
Adicionalmente, la conductividad de la solucién polimérica sometida a electrohilado
influird en si es posible llevar acabo el estiramiento de la gota polimérica bajo ciertas
condiciones ademas de repercutir en el tipo y tamafio de fibra recolectada. Como
se ha mencionado, el electrohilado involucra el estiramiento de una microgota de
solucién polimérica, lo cual es causado por la repulsién de las cargadas superficiales
presentes en la solucién, de esta manera si la conductividad de la solucion es alta,
mas cargas podran ser transportadas por el jet y un mayor estiramiento e
inestabilidad tendra el flujo, lo que disminuye la energia necesaria para llevar a cabo
el estiramiento, es decir menores voltajes son necesarios. A partir de los resultados
obtenidos podemos observar que las soluciones poliméricas que presentan una
mejor conductividad son las que emplean como disolvente Acetona:Metanol
(1:1)(v/v) pero soOlo a concentraciones superiores al 8%, estas soluciones
poliméricas, tienden a formar fibras mas uniformes y aparentemente con un
diametro pequefio, ademas de que con este tipo de soluciones no es necesario
emplear voltajes mayores a 12.5kV.

En general se puede observar que los mejores sistemas obtenidos aparentemente
son aquellos formados a partir de soluciones poliméricas en un rango de
concentraciones de 9-12% y un voltaje de 12.5 kV empleando como disolventes
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) y Acetona:Metanol (1:1)(v/v).

Por otro lado, cuando se emplea como disolvente Acetona: Metanol (0.5:1.5) se
puede observar que empleando concentraciones menores al 7% p/v no es posible
obtener fibras, pero conforme se incrementa la concentracién de polimero en las

soluciones se obtienen fibras de diferente morfologia (fibras con gotas) hasta el
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punto en que a concentraciones superiores al 10% p/v, la presencia de gotas
disminuye y las fibras parecen ser mas continuas y de tamafio micrométrico. Una
desventaja al emplear esta mezcla de disolventes como disolvente de la solucién
es que presenta una rapida velocidad de evaporacion, debido a la diferencia de
proporciones en los disolventes, tal es el caso, que la gota de solucion polimérica
llega a solidificar apenas sale de la punta de la aguja, cuando voltajes por debajo
de los 10 kV son aplicados, lo que provoca un constante taponamiento de la punta
de la aguja y con ello un bajo rendimiento en el proceso. Debido a esto, dicha
solucion polimérica fue descartada para la obtencién de fibras.

En la Figura 15 se muestra una fibra con presencia de perla (gota) obtenida por
electrohilado, al centro se puede apreciar que la estructura es porosa, tal efecto
puede ser debido a dos parametros importantes a considerar. El primero, la
presencia de una humedad relativa alta, en donde la presencia de particulas de
agua en el ambiente, pueden ser entrampadas en la matriz de las fibras o perlas
durante el proceso de estiramiento, lo que provocaria que, al recolectarse y secarse,
esta minima cantidad de agua se evapore, dejando espacios vacios que formaran
los poros. Debido a esto es importante mantener un estricto control de la humedad
relativa de trabajo. En segundo lugar, el tipo de disolvente empleado, en donde el
disolvente al poseer un punto de ebulliciébn alto no se alcance a evaporar en su
totalidad durante el proceso de estiramiento, por lo que particulas de disolvente al

evaporarse daran lugar al miso fendmeno de porosidad.

1akuy x5, 568868 Sk

Figura 15. Micrografia de fibra polimérica de CAP, influencia de la humedad y tipo
de disolvente.
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1.3 Influencia de los parametros de la solucion polimérica en la

formacién de NFs.

Otros factores que afectan el tamafio del didametro, la morfologia de las fibras y la
EP del electrohilado, son los parametros relacionados a la solucion polimérica, entre
los cuales se encuentran la concentracion de polimero, estrechamente relacionada
con la viscosidad, la conductividad y la tensién superficial. Estos pardmetros de la
solucion impactaran directamente en la morfologia y tamafio de las fibras obtenidas
sin dejar de lado las condiciones de proceso en las cuales son obtenidas y las cuales
han sido previamente optimizadas.

Las soluciones poliméricas empleadas fueron aquellas en donde la concentracion
de polimero esta en el rango de 5-15% y los disolventes empleados son Acetona:
Etanol(1:1)(v/v), Acetona:Metanol(1:1)(v/v) y Acetona:Metanol(0.5:1.5)(v/v). La
Figura 16 a-c y la Tabla 7 muestran las propiedades de las soluciones poliméricas
a las diferentes concentraciones empleadas.

La Figura 16 a-c muestra el comportamiento de las diferentes propiedades de las
soluciones poliméricas de CAP empleadas, a diferente concentracion (5-12%) y las
cuales se disolvieron en tres diferentes disolventes. La Figura 16-a y 16-b muestra
las propiedades de conductividad y tensién superficial respectivamente. Estos
pardmetros son dependientes de las propiedades del polimero y disolventes
empleados. En la Figura 16-a podemos observar el comportamiento de la
conductividad de las soluciones poliméricas a diferente concentracién, a partir de
los resultados obtenidos se observé que existe diferencia estadisticamente
significativa en la conductividad de la solucién polimérica cuando la concentracion
y el tipo de disolvente cambia, (p-valor= 0.0000, Anexo 2). Donde, las soluciones
poliméricas que presentan mejores valores de conductividad son aquellas cuya
concentracion esta por arriba del 10% y emplean la mezcla de disolventes
Acetona:Metanol(1:1)(v/v), seguida por la mezcla Acetona:Metanol(0.5:1.5)(v/v) y
Acetona:Etanol(1:1)(v/v). Con respecto a la Figura 16-b, el incremento de la tension
superficial tiene una diferencia estadisticamente significativa cuando la
concentracion de polimero es incrementada (p-valor = 0.0000) y se emplea diferente
tipo de disolvente (p-valor =0.0000) (Anexo 2) en todas las concentraciones

probadas. Desde este punto de vista, las soluciones poliméricas que presentan una

64 |




mayor tension superficial son aquellas que emplean la mezcla de disolventes
Acetona:Metanol(0.5:1.5)(v/v), seguida por aquellas que usan las mezclas
Acetona:Metanol(1:1)(v/v) y Acetona:Etanol(1:1)(v/v), las cuales muestran un
comportamiento muy similar. Cabe mencionar que altas tensiones superficiales
involucran el uso de voltajes mucho mas elevados que pueden causar una
disminucién en la EP de electrohilado o bien la formacion de fibras con presencia
de perlas y en algunos casos cuando el voltaje es demasiado elevado la formacién
de fibras en forma de cintas. La Figura 16-c muestra la tendencia de la viscosidad
de las soluciones poliméricas empleadas. Se puede observar que la viscosidad de
las soluciones poliméricas es directamente proporcional a la concentracién de
polimero presente, con respecto a esto, se observé que la concentracion de CAP
es estadisticamente significativa sobre la viscosidad de las soluciones (p-valor =
0.0000). En este caso, las soluciones que presentan una alta viscosidad son
aguellas que emplean como disolvente la mezcla Acetona:Etanol(1:1)(v/v) seguidas
por la mezcla Acetona:Metanol(0.5:1.5)(v/v) y Acetona:Metanol(1:1)(v/v). Esto
significa que las diferentes mezclas de disolventes empleadas tienen un efecto
estadisticamente significativo (p-valor = 0.0000) sobre la viscosidad de la solucién.
En resumen, el tipo de disolvente empleado afecta las propiedades de la solucion
polimérica preparadas a partir del polimero CAP. Teo et al. han reportado que, para
obtener fibras uniformes, la concentracion de la solucion debe ser mantenida al
minimo y el disolvente debe constituir mas del 70% de la masa de la solucion, por
lo que, s6lo una fraccién de la solucién que pasa a través de la aguja y se estira, en
realidad contribuye a la masa de la NFs producidas (89). La mezcla de disolventes
Acetona:Metanol(0.5:1.5)(v/v) posee un bajo punto de ebullicion, lo que causa el
incremento en la viscosidad de la solucion al tener una velocidad de evaporacion
alta. Ademas de causar el taponamiento de la aguja por la misma situacion, lo que
provoca una disminucion en el rendimiento del proceso de electrohilado, lo cual no
seria favorable como método de fabricacion. Debido a esto, dicha solucion fue

descarta como formadora de fibras.
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Figura 16. Propiedades de las soluciones poliméricas empleando diferente
concentracion de polimero y mezcla de disolventes; a) Conductividad, b) Tensién
superficial, ¢) Viscosidad.
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Tabla 7. ParAmetros de las soluciones poliméricas empleadas para la elaboracion de fibras por la técnica de electrohilado.

Concentracion Acetona:Etanol (1:1) Acetona: Metanol (1:1) Acetona:Metanol (0.5:1.5)
(%) Tension Conductividad  Viscosidad Tension Conductividad  Viscosidad Tension Conductividad  Viscosidad
Superficial (nS) (cP) Superficial (nS) (cP) Superficial (nS) (cP)
(dina/cm) (dina/cm) (dina/cm)
5 42.89 30 8.68 43.22 40 6.57 45.37 30 9.30
6 42.21 30 11.69 43.45 40 7.58 45.59 40 11.72
7 43.45 30 25.7 43.90 50 11.81 46.27 40 14.50
8 44.24 30 28.13 44.35 50 16.31 47.29 50 21.55
9 45.03 30 38.36 44.80 50 30.57 47.74 50 41.96
10 46.05 30 60.63 45.59 60 41.63 48.30 50 52.40
11 47.40 30 123.52 46.05 60 40.86 49.54 50 74.16
12 46.38 30 189.69 46.95 60 55.40 50.33 50 105.67
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Tomando en cuenta las observaciones cualitativas realizadas referentes a los
parametros del proceso y parametros de la solucién, se empled un disefio de
experimentos factorial multinivel, como herramienta estadistica, para observar si los
parametros de la soluciébn polimérica (conductividad, tension superficial,
viscosidad), ademas de los parametros experimentales (voltaje, velocidad de flujo),
influyen en la morfologia y tamafio de las fibras (Figura 17). En dicho disefio, sélo
se emplearon aquellas soluciones poliméricas con concentraciones en el rango de
9-12% vy las dos mezclas de disolventes que presentaron mejores propiedades,
Acetona:Etanol(1:1)(v/v) y Acetona:Metanol(1:1)(v/v), cuyas caracteristicas son las
bajas tensiones superficiales, buenas propiedades de conductividad y viscosidad.
La Figura 18 a-h muestran los resultados obtenidos por microscopia Optica a partir

de las soluciones poliméricas empleadas en el disefio.

Disefio Factorial multinivel 4x2x2x2=32

-9%
-10% Voltaje { ] E llg
-11% )

-12%

Concentracién de polimero

de las nanofibras
- Acetona: Etanol (1:1)

Disolvente { - Acetona: Metanol (1:1)

Velocidad de inyeccion { - 10 pl/min
- 20 pl/imin

Figura 17. Disefio de experimentos empleado, tomando en cuenta las condiciones
de proceso y solucién como variables que afectan en el diametro de las fibras.

Variable de respuestaa
analizar es el Tamaiio

Soluciones poliméricas al 9 % empleando como disolvente Acetona: Etanol (1:1)

Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20uL/min,
Voltaje 12 ~ Voltaje 15kV Voltaje 12 3 Voltaje 15 Kv
, L e OO BN B & RN s i BN
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Soluciones poliméricas al 9 % empleando como disolvente Acetona: Metanol (1:1)

Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 10uL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20uL/min,
Voltaje 12 kV Voltaje 15kV Voltaje 12 Voltaje 15Kv

(b)

Soluciones poliméricas al 10 % empleando como disolvente Acetona: Etanol (1:1)

Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 10uL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20uL/min,
___Voltaje12kV____ _Voltaje 15 kV Voltaje 12kV__ __Voltaje15kV____

()

Soluciones poliméricas al 10 % empleando como disolvente Acetona: Metanol (1:1)

Vel Flujo 10pL/min, Vel Flujo 10pL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20pL/min,
Voltaje 12 kv _Voltaje 15 kV. __Voltaje 12 kV Voltaje 15

(d)
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Soluciones poliméricas al 11 % empleando como disolvente Acetona: Etanol (1:1)

Vel Flujo 10pL/min, Vel Flujo 10pL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20pL/min,
Voltaje 12k _ ___Voltaje15kV Voltaje 12 kv

Soluciones poliméricas al 11 % empleando como disolvente Acetona: Metanol (1:1)

Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 10uL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20uL/min,
Voltaje 12 kV _ Voltaje 15 kV Voltaje 12 kV Voltaje 15 kV

(f)

Soluciones poliméricas al 12 % empleando como disolvente Acetona: Etanol (1:1)

Vel Flujo 10pL/min, Vel Flujo 10pL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20pL/min,
_Voltaje 12 kV _ __Voltaje15kv | ___ Voltaje 12kV Voltaje 15kV____
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Soluciones poliméricas al 12 % empleando como disolvente Acetona: Metanol (1:1)

Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 10puL/min, Vel Flujo 20pL/min, Vel Flujo 20uL/min,
VolV je 15 kV Voltaje 12 kV _Voltaje 15 kV

[

Figura 18. Imagenes obtenidas por microscopia Optica de fibras obtenidas por la
técnica de electrohilado a partir de soluciones poliméricas de 9-12% (p/v)
empleando un disefio de experimentos para optimizar las variables experimentales
del proceso.

En las imagenes de la Figura 18 se puede observar que las fibras obtenidas a partir
de soluciones poliméricas que emplean como disolvente Acetona:Etanol (1:1)(v/v),
son fibras continuas, aparentemente de didmetro pequefio, las cuales presentan
perlas unidas a ellas que disminuyen su presencia conforme se aumenta la
11 'y 12%,

cualitativamente que el didmetro de las fibras también aumenta, lo cual fue

concentracion de polimero, en particular al observandose
corroborado mediante el andlisis de imagen por MEB (Figura 19). Por otro lado, las
fibras obtenidas a partir de soluciones poliméricas que emplean como disolvente
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) en un rango de concentracion de 9-12% (p/v) presentan
un tamafio menor visiblemente, ademas de seguir persistiendo la presencia de
perlas unidas a las fibras y observarse que la distancia entre perla y perla es corta
a concentraciones de 9 y 10% (p/v) y aumenta en concentraciones de 11 y 12%
(p/v). Una de las causas por las cuales pudiese suceder dicho fenbmeno, es la baja
viscosidad de la solucion polimérica ya que soluciones mas viscosas tienen menos
o nula presencia de deformaciones, ademas de que la conductividad de la solucion
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al ser mas alta 60 uS en comparacién con la otra 30 puS
(Acetona:Etanol)(1:1)(v/v), podria ser la responsable de la disminucion del diametro
de las fibras. Por ultimo, la tension superficial en ambas soluciones presenta el

mismo comportamiento conforme se aumenta la concentracion del polimero
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presente en la solucion, es por ello que se cree que esta propiedad no tiene gran
influencia en la morfologia y tamafio de las fibras obtenidas en este tipo de
soluciones poliméricas, cabe mencionar que el voltaje aplicado es el suficiente para
sobrepasar esta fuerza, provocando que se favorezca la deformacion de la gota
para formar el cono de Taylor, a partir del cual seran obtenidas las fibras por accion
del campo eléctrico.

Partiendo de un proceso optimizado y conociendo las propiedades de las soluciones
poliméricas en un rango de concentracion del 9-12% (p/V), es de esperase, que a
partir de soluciones poliméricas de CAP, con buenas propiedades de conductividad
y bajas tensiones superficiales, sea posible obtener una mejor formacién de NFs
(Figura 19).

La morfologia y el diametro promedio de las fibras obtenidas se corroboré y
determindé empleando la MEB. Las Figuras 19 a-h muestran la morfologia de las
fibras obtenidas empleando soluciones poliméricas en un rango de concentraciones
del 9-12% y que emplean como disolvente las mezclas Acetona:Etanol (1:1)(v/v) y
Acetona:Metanol (1:1)(v/v). Las Figura 19 a-d muestran que es posible obtener
fibras a partir de soluciones poliméricas con bajos valores de conductividad (30-33.5
US), esto es posible debido a que la tension superficial de las soluciones es baja
(45-46 Dinas/cm) y la viscosidad de las soluciones incrementa a medida que
aumenta la concentracion de polimero, en el orden de 38-189 cP, respectivamente.
Por lo que las fibras pueden obtenerse aplicando el voltaje necesario para
sobrellevar la tensién superficial y deformar la gota de la solucién polimérica, a partir
de la cual ser& proyectado el chorro para la formacion de las fibras.

Por otro lado, sus propiedades de viscosidad permitiran mantener una gota estable
y promover un proceso de estiramiento continuo ademas de que el tipo de disolvente
empleado, posee una velocidad de evaporacién optima, para favorecer la obtencion
de fibras uniformes y secas. La Figura 19 a-d, por otro lado muestra que la
morfologia de las fibras obtenidas a partir de soluciones poliméricas de CAP y
disolvente Acetona:Etanol(1:1)(v/v), cambia conforme se incrementa la
concentracion de polimero, llegando a ser uniforme (Figura 19 d).

Los sistemas obtenidos a partir de soluciones poliméricas que emplean como
disolvente la mezcla Acetona:Metanol (1:1)(v/v) son mostrados en la Figura 19 e-h,

de igual manera la concentracion se emplea en el rango de 9-12% (p/v). La
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conductividad en estas soluciones poliméricas (48-59 uS) fue mayor en
comparacién con las anteriores y su tensién superficial (44-47 dinas/cm) vy
viscosidad (30-55cP) son bajas. El proceso de electrohilado hipotéticamente se ve
favorecido con este tipo de soluciones, ya que para inducir la deformacién de la gota
de solucién polimérica a partir de la cual se formaran las fibras se necesita una
menor energia al presentar bajas viscosidades lo que les permite fluir de una
manera mas flexible y ser menos resistentes a la deformacion, por lo que puede ser
posible obtener fibras con diametros mas pequefios (en el rango de los
nanometros), que aquellas obtenidas con soluciones mas viscosas.

En la Figura 19 e-h se aprecia la morfologia de las fibras obtenidas, ocurriendo el
mismo fendmeno de disminucion de la presencia de perlas conforme la
concentracion de polimero aumenta. Empleando soluciones poliméricas en
concentraciones de 9% p/v, solo se aprecian fibras discontinuas con la presencia
de perlas colapsadas, y mientras se aumenta la concentracion de polimero y con
ello la viscosidad de las soluciones, las fibras tienden a ser mas continuas y la
presencia de perlas se ve disminuida, debido a que la distancia entre perla y perla

es mucho mayor (Figura 19-h).
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Figura 19. Micrografias de Nanofibras obtenidas a partir de soluciones de CAP a
diferente concentracibn de polimero (9-12%) y mezcla de disolventes
(Acetona:Etanol(1:1)(v/v) o Acetona:Metanol(1:1)(v/v)). Las condiciones de proceso
fueron establecidas aplicando un voltaje de 15 kV, una velocidad de flujo de 10
pL/min y una distancia de 15 cm.

Con respecto al diametro promedio, este incrementa a medida que se aumenta la
concentracion de polimero para ambos casos de sistemas (Tabla 8). Las fibras
obtenidas a partir de las soluciones que emplean como disolvente la mezcla
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Acetona:Etanol (1:1)(v/v) muestran un diametro promedio de entre 237.87 nm a
1067.21 nm, a diferencia de las obtenidas con soluciones poliméricas que emplean
como disolvente la mezcla Acetona:Metanol (1:1) (v/v) cuyo diametro promedio se
encuentra en el rango de los 200 nm a 466.14 nm.

Adicionalmente, las micrografias realizadas mediante MEB mostraron que las
nanofibras obtenidas con soluciones que emplean como disolvente la mezcla
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) poseen una superficie uniformes, tienden a aumentar de
tamafio conforme se incrementa la concentracion y la presencia de perlas
desaparece a concentraciones iguales o mayores al 12%. A diferencia de aquellas
fibras obtenidas con soluciones que emplean la mezcla de disolventes
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) las cuales muestran, poca o nula presencia de perlas, a
pesar de que la concentracion aumenta. Probablemente debido a que las soluciones
gue emplean esta mezcla de disolventes, los cuales tiene puntos de ebullicion bajos,
provocan que la deformacion de la gota de solucion polimérica no se lleve a cabo
completamente a ciertas condiciones establecidas ademas de que el exceso en el
flujo de solucion y la rapida velocidad de evaporaciéon del disolvente hacen que el
estiramiento de la gota no sea favorecido completamente y sean obtenidas fibras
con perlas unidas. Cabe sefalar que la viscosidad en este tipo de soluciones es

mucho menor con respecto a las soluciones anteriores.

En la Tabla 8 se muestra los diametros promedios de las fibras obtenidas
empleando soluciones poliméricas a diferente concentracion y dos diferentes
mezclas de disolventes. Podemos observar que el tipo de disolvente empleado
influye en el diametro de las fibras obtenidas. La Figura 20 nos muestra que la
concentracion de polimero es un factor que influye directamente en el diametro de

las fibras sin importar cudl es el tipo de disolvente.
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Tabla 8. Diametro promedio de NFs obtenidas empleando soluciones poliméricas a
diferente concentracion de polimero y dos diferentes mezclas de disolventes.

Sistema Acetona: Etanol (1:1)(v/v) Acetona: Metanol (1:1)(v/v)

Concentracion de polimero  Diametro promedio + SD (nm) Diametro promedio + SD (nm)
(%)

9 237.87+64.58 200.14+60.04
10 413.52+120.26 249.01+64.56
11 1067.21+324.46 466.14+181.06
12 955.18+188.28 443.95+136.56
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Figura 20. Comportamiento de didmetro de fibras poliméricas obtenidas a partir de
soluciones poliméricas de CAP empleando como disolvente la mezcla
Acetona:Etanol y Acetona:Metanol en una proporcion 1:1 (v/v).

1.4 Incorporaciéon del principio activo a las soluciones poliméricas

empleadas para la obtencion de NFs.

A partir de los resultados obtenidos, solo aguellas soluciones cuya concentracion
estd en el rango de los 11-12% (p/v) y con las que es posible obtener fibras
uniformes y con diametros nanométricos fueron seleccionadas. Estas soluciones
poliméricas fueron empleadas para evaluar la influencia de la incorporacion del
principio activo modelo (CHX), sobre las propiedades de la solucién y la EP del
electrohilado para obtener fibras continuas en longitud y de diAmetros nanométricos.
La Figura 21 a-c muestra el comportamiento de las propiedades de las soluciones
poliméricas de CAP al adicionar diferente cantidad de CHX, donde las
concentraciones son del 11y 12% (p/v) y que usan como disolvente la mezcla de

disolventes Acetona:Etanol (1:1)(v/v) o Acetona:Metanol (1:1) (v/v). En ambos
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casos se agregaron diferentes cantidades de farmaco y se determinaron sus
propiedades con respecto a la conductividad, la tension superficial y la viscosidad.
De acuerdo al andlisis estadistico, el aumento en la cantidad de principio activo es
estadisticamente significativo (p-valor < 0.05) sobre la conductividad de las
soluciones poliméricas en ambos casos (Figura 21a), siendo la conductividad mayor
en las soluciones poliméricas que emplean la mezcla Acetona:Metanol(1:1)(v/v)
como disolvente en un rango de 60-1400 pS, debido a que el farmaco modelo
empleado (CHX) posee una carga ionica positiva, o que provoca que una mayor
cantidad de farmaco presente en la solucion mejore la conductividad y facilite el
proceso de electrohilado. Por otra parte, las soluciones poliméricas que usan la
mezcla Acetona:Metanol son méas polares (conductividad 55 pS) en comparacion
con la mezcla Acetona:Etanol (conductividad 33 uS), lo que conduciria a obtener
fiboras con diametros mas pequefios. En cuanto a la tension superficial y la
viscosidad, estas propiedades no muestran diferencias estadisticamente
significativas (p-valor > 0.05) con respecto a la cantidad de farmaco agregado
(Figura 21-b y 21-c). En el caso de la tension superficial (Figura 21 b), disminuye en
un rango de 6-10% en todos los casos cuando el principio esta presente, pero con
el incremento en la cantidad de principio activo en la solucién, la tensién superficial
tiende a aumentar ligeramente (41-43 dinas/cm). En el caso de las soluciones
poliméricas que usan como disolvente la mezcla Acetona:Etanol (1:1)(v/v), la
tensién superficial es ligeramente menor cuando la cantidad de principio activo es
mayor en la formulacién (42-40 Dinas/cm) en comparacion con las soluciones
poliméricas que usan Acetona:Metanol (1:1)(v/v) como disolvente, donde la tensién
superficial aumenta ligeramente (41-42 dinas/cm) a medida que aumenta la
cantidad de principio activo. Para el caso de la viscosidad (Figura 21-c), la presencia
del principio activo en todas las soluciones poliméricas disminuye la viscosidad
inicial entre 10 y 16% para la soluciones poliméricas que usa la mezcla
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) y hasta un 50% para el caso de soluciones poliméricas
gue usa Acetona:Etanol (1:1)(v/v) como disolvente. Al ir incrementando la cantidad
de principio activo de 5 a 50 mg, la viscosidad aumenta ligeramente en ambos
casos. Las soluciones de polimeros al 11 y 12% que utilizan como disolventes
Acetona: Metanol (1:1)(v/v), presentaron valores de 34-37 cP y de 43-46 cP,

respectivamente. Por otro lado, en soluciones poliméricas que utilizan como
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disolventes la mezcla de Acetona:Etanol (1:1)(v/v) la viscosidad es mucho mayor,
estando en los rangos de 59-63 cP y 92-102 cP para una concentracion de polimero
de 11y 12%, respectivamente (Figura 21-c).
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Figura 21. Influencia de la incorporacion del principio activo sobre las propiedades
de la solucién polimérica, (a) Conductividad, (b) Tensién superficial y (c) Viscosidad.
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La Figura 22 a-d y la Figura 23 a-d muestran la morfologia de NFs obtenidas a partir
de soluciones poliméricas al 11y 12 % (p/v) y que emplean como disolventes la
mezclas Acetona:Etanol (1:1)(v/v) o Acetona:Metanol (1:1), cargadas con 10 6 25
mg de CHX. Las micrografias muestran que es posible obtener NFs uniformes o con
poca presencia de perlas empleando estas soluciones. La Figura 23-a muestra que
las fibras obtenidas a partir de soluciones poliméricas al 12% y que emplean como
disolvente Acetona:Etanol(1:1)(v/v) poseen una morfologia uniforme (fibras largas y
de diametro nanomeétrico), pero cuando la cantidad de principio activo se incrementa
a los 25 mg, fibras con presencia de perlas son obtenidas (Figura 23-b). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas con respecto al diametro
promedio de las NFs cuando la concentracion de polimero y principio activo varia
en esta formulacion (p-valor= 0.8208 y p-valor= 0.8264, Anexo 2).

La Tabla 9 muestra el diametro promedio de NFs obtenidas a partir de soluciones
poliméricas Acetona:Etanol (1:1)(v/v) y Acetona:Metanol (1:1)(v/v) variando la
cantidad de principio activo en la formulaciéon. Para las NFs obtenidas a partir de
soluciones poliméricas Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12% pl/v, su diametro es
ligeramente mayor al incorporarse el principio activo a la solucion (1049 nm),
posiblemente a los cambios sufridos en las propiedades de la solucién al incorporar
el principio activo. En la Figura 23-a se puede apreciar que se obtienen fibras largas
y de didmetro nanométrico empleando de estas soluciones.

Por otro lado, cuando la solucion polimérica emplea la mezcla Acetona:Metanol
(1:1)(v/v) como disolvente, en general el diametro de las NFs disminuye hasta en
un 45% con respecto a las NFs obtenidas a partir de soluciones poliméricas sin
principio activo. Las NFs presentan un diametro de 257 nm y aumentan hasta 306
nm conforme se incrementa la cantidad de principio activo, cuando la concentracion
de polimero es el 11% y se emplea como disolvente la mezcla Acetona:Metanol
(1:1)(v/v), (Tabla 9). De una forma similar, el diametro de las NFs se incrementa de
324 a 377nm al emplear soluciones poliméricas Acetona:Metanol (1:1)(v/v) con una
concentracion de polimero al 12%. El analisis estadistico muestra en este caso que,
existe una diferencia estadisticamente significativa en al diametro de las NFs
cuando la concentracion de polimero y principio activo varian en la solucion
polimérica (p-valor = 0.020 y p-valor = 0.027, Anexo 2). Las Figuras 22 c-d y Figura

23 c-d muestran la morfologia de las NFs obtenidas, en donde se observa que la
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presencia de perlas unidas a las fibras es constante en todas las formulaciones
ensayadas. Hipotéticamente una mayor presencia de moléculas en la solucién
polimérica disminuye la capacidad disolucion de los disolventes empleados
(saturacion del sistema), por lo que la cantidad de disolvente disponible sera
evaporado con una mayor velocidad, debido a que los disolventes poseen puntos
de ebullicion bajos. El diametro pequefio de las NFs es posible debido a que al
emplear pequefias cantidades de principio activo la tension superficial es pequefa.

Tabla 9. Diametro de NFs obtenidas a partir de soluciones al 11y 12%.

Sistema de Acetona:Etanol Acetona:Etanol Acetona:Metanol  Acetona:Metanol
disolventes/ (2:1) (viv) 11% (2:1) (vIv) 12% (2:1) (viv) 11% (2:1) (vIv) 12%
concentracion
Cantidad de CHX Diametro Diametro Diametro Diametro
(mg) promedio * promedio * promedio * promedio *
SD(nm) SD(nm) SD(nm) SD(nm)
0 1067.21+324.46 955.18+188.28 466.14+181.06 443.95+136.56
10 934.39+188.67 1049.52+349.39 257.86+153.57 324.29+84.15
25 1050.31+349.39 990.56+98.94 306.6+73.07 377.35+84.37

P

a/)/saxg\l% AceDELOH(1:1), 10/mg CFIX €) Sel 11% Acet:M&tOH(1:1), 10 niy CHX
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Flgura 22. Mlcrograflas de Nanoflbras de CAP al 11% empleando dos diferentes
mezclas de disolventes y diferente cantidad de principio activo.
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Figura 23. Micrografias de Nanofibras de CAP al 12% empleando dos diferentes
mezclas de disolventes y diferente cantidad de principio activo.

1.5 Eficiencia de entrampamiento y eficiencia de proceso de

electrohilado

El proceso de electrohilado para obtener NFs a partir de soluciones poliméricas de
CAP donde la concentracion de polimero y la cantidad de farmaco varia, se ha
optimizado monitoreando los parametros relacionados con el proceso y los
pardmetros relacionados con la solucion. Las soluciones poliméricas
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12% y Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 11% fueron
elegidas para evaluar la EP y EE del proceso de electrohilado. La Figura 24 muestra
que las mejores EP se obtienen utilizando soluciones poliméricas que emplean la
mezcla Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12% y por el contrario las solucion poliméricas
gue emplean la mezcla Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 11% tiene una menor EP.

La Tabla 10 muestra que la EP no se ve afectada por el aumento de la cantidad de
principio activo en la formulacion para el caso de NFs obtenidas a partir de

soluciones poliméricas Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12%, pero para el caso de NFs
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obtenidas a partir

de soluciones poliméricas que emplean

la mezcla

Acetona:Metanol(1:1)(v/v) al 11%, la EP aumenta hasta un 50% cuando el farmaco

se incorpora a la formulacion. Probablemente se deba a que la adicion del farmaco

aumenta las propiedades de conductividad de la solucion polimérica, lo que facilita

el proceso de electrohilado al favorecer el flujo de cargas eléctricas, ademas de que

se ve reducida la viscosidad al adicionarse el principio activo en la formulacion.

La EE de CHX en NFs mostro que el incremento del principio activo disminuye el

entrampamiento de CHX en las cadenas poliméricas en ambos casos (Tabla 10).
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Figura 24. Eficiencia del proceso de electrohilado empleando diferentes soluciones

poliméricas a diferente concentracion de polimero y principio activo.

Tabla 10. Eficiencia del proceso y eficiencia de entrampamiento de NFs obtenidas
a partir de soluciones poliméricas de CAP.

Sistema de
disolventes/
concentracion

Cantidad de CHX

(mg)

Acetona:Etanol (1:1) (v/v) 12%

Eficiencia de
proceso * SD (%)

56.94+4.76
58.21+4.63
55.07£2.45
57.194£6.57
56.98+5.29

Eficiencia de
Entrampamiento +

SD (%)
72.86+4.75
42.60+5.67
35.37+2.56
38.00+4.89

Acetona:Metanol (1:1) (v/v) 11%

Eficiencia de
proceso * SD (%)

29.16+3.87
44.90+1.50
40.68+9.16
40.49+2.97
43.27+0.59

Eficiencia de
Entrampamiento +
SD (%)
88.67+2.34
32.78+3.87
29.3+2.95
9.28+1.78
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1.6 Calorimetria Diferencial de Barrido de NFs poliméricas

Se realizaron estudios de calorimetria diferencial de barrido (DSC) para comprender
las relaciones entre los componentes de las formulaciones. Se obtuvieron
termogramas de CHX polvo (Figura 25-a), polimero CAP polvo (Figura 25-b) y NFs
cargadas con CHX (Figura 25-c y 25-d) para definir el estado fisico del farmaco y el
polimero en las NFs y detectar posibles interacciones farmaco-polimero. Las NFs
obtenidas a partir de las soluciones poliméricas que usaron como disolvente la
mezcla Acetona:Etanol(1:1)(v/v) se usaron como un sistema modelo ya que
presentan una mejor EP y EE. La Figura 25-a muestra la endoterma de absorcion
caracteristico del punto de fusién de la CHX a 135.65 °C, seguida de su degradacion.
En el caso de NFs cargadas con CHX (Figura 25-c y 25-d), el pico caracteristico del
endoterma de absorcién de la CHX no se observo en todas las concentraciones
ensayadas. Este comportamiento sugiere que la CHX esta entrampada en la
estructura polimérica de las NFs, compuesta principalmente de CAP. Lo cual se
puede corroborar en las micrografias, ya que no se observa la presencia de cristales

de principio activo en las superficies de las NFs, (Figura 22a-d y Figura 23a-d).
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Figura 25. Termogramas obtenidos a partir de NFs cargadas con diferente cantidad
de principio activo a) Clorhexidina base(CHX); b) Ftalato Acetato de Celulosa (CAP);
c) NFs cargadas con 10mg de CHX; d) NFs cargadas con 50mg de CHX.
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1.7 Determinacion del mecanismo de liberacion del principio activo a

partir de NFs poliméricas de CAP.

Las Figuras 26 y 27 muestran los perfiles de liberaciéon de CHX para las NFs-CAP-
CHX que emplean como disolvente la mezcla Acetona: Etanol (1:1)(v/v) al 12%
(Sistema A) y Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 11% (Sistema B) cargados con 4 mg
de CHX cada uno. Se observé una rapida liberacion del principio activo para ambos
sistemas, obteniendo una completa liberacion dentro de los 25 min para el sistema
A y 50 minutos para el sistema B, empleando un medio de disolucién a pH 7,
compuesto de una solucién amortiguadora de fosfato adicionada con Brij® 58 al 2.5%
(p/v), con la finalidad de mejorar la solubilidad de la CHX en este medio. Esta
diferencia en los tiempos puede atribuirse a la arquitectura de los nanosistemas, los
nanosistemas obtenidos a partir del sistema A, presentan una estructura continua a
diferencia de los nanosistemas obtenidos con el sistema B, los cuales presentan una
estructura discontinua (fibras con presencia de perlas).

Se debe resaltar que ambos sistemas son matriciales. Un sistema matricial
generalmente se libera por difusion, y se espera que pueda ocurrir un
comportamiento similar en condiciones in vivo. En este sentido la CHX esta
clasificada como un principio activo clase Il de la clasificacion biofarmacéutica de
medicamentos, lo que significa que la disolucién es el factor limitante en las pruebas
in vitro. Los farmacos de clase Il tienen una estrecha correlacion in vitro-in vivo, con
lo que se espera que permitan una buena prediccion del rendimiento de la
formulacién in vivo en base a estudios de perfil de liberacion de farmacos in vitro
(90,91). Las formas farmacéuticas comunmente empleadas para tratar la EPD
generalmente requieren varias aplicaciones a lo largo del dia, debido a la rapida
eliminacion del medicamento del sitio. De hecho, sélo intervalos mas cortos entre
administraciones pueden garantizar un efecto farmacologico local (92). Estas
aplicaciones adicionales generalmente tienen el costo de la comodidad del paciente
y pueden afectar el cumplimiento del tratamiento. Los sistemas propuestos aqui
pueden ser aplicados directamente en la bolsa periodontal, por lo que seria posible
efectuar menos administraciones y obtener un alto efecto terapéutico. Debido a que
las NFs obtenidas a partir de ambos sistemas A y B son sistemas dependientes del

pH, se espera una rapida liberacion del farmaco en caso de una EPD leve, debido a
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que el pH ligeramente basico del FCG promueve la rapida disolucion del polimero
CAP. Por el contrario, se esperaria que la liberacion fuese mucho mas lenta en caso
de EPD moderada-severa ya que el microambiente del FCG tiende a volverse &cido
durante la infeccion, debido a las acciones combinadas del metabolismo bacteriano

y la respuesta inmune del huésped (67,93).
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Figura 26. Perfil de liberacidén de clorhexidina a partir de Nanofibras poliméricas de
CAP que emplean como disolvente la mezcla Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12%.(n=3)
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Figura 27. Perfil de liberacidén de clorhexidina a partir de Nanofibras poliméricas de
CAP que emplean como disolvente la mezcla Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al
11%.(n=3)
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Los resultados fueron ajustados a los modelos mateméaticos Korsmeyer-Peppas y
Higuchi para determinar si el transporte de CHX se basa en la difusion Fickiana o no
Fickiana. Los resultados de la liberacion in vitro se muestran en la Tabla 11. En
ambos casos, sistema A y sistema B, se ajustaron al modelo de Korsmeyer-Peppas.
Este modelo semiempirico se desarrollé explicitamente para matrices poliméricas y
se utiliza para dilucidar el mecanismo de liberacion debido a su capacidad para
diferenciar y luego clasificar sistemas geométricos distintos al interpretar sus
exponentes (n). En el presente caso, las NFs se asemejan o una forma geométrica
cilindrica, lo que tedricamente significa valores para una n=0,45 para una difusiéon
de Fickiana y valores méas altos de n, entre 0,45 y 0,89, o n=0,89, para una

transferencia de masa bajo una difusién no Fickiana.

Tabla 11. Coeficientes de correlacion y constantes de los modelos de cinética de
liberacion a partir de NFs, ecuacion de Korsmeyer-Peppas y Higuchi.

Nanosistema Korsmeyer- Peppas Higuchi
i n r2 Kn
(mg/mint/2)
Sistema A 0.9807 0.4303 0.9843 0.2064
Acetona:Etanol 12%
Sistema B 0.7808 0.453 0.7954 0.1075

Acetona:Metanol 11%

El Sistema A mostré una rapida liberacién de la cantidad total de CHX a los 25 min.
Este sistema se ajusta al modelo de Korsmeyer-Peppas mostrando un coeficiente
de determinacion de 0.9807, un exponente de difusion (n) igual a 0.4303 y Kn =
0.2064 mg/min'?2, Estos resultados indican que la liberacion de CHX siguié una
difusion Fickiana, lo que implica procesos de difusién-erosién debido a la difusion
molecular de CHX desde la matriz de las NFs como consecuencia de su gradiente
quimico y la relajacién de las cadenas de polimeros de CAP. Por otro lado, el
sistema B, tuvo una liberacion mas lenta que el sistema A, ya que habian liberado
la cantidad total de farmaco a los 50 minutos, con un exponente de difusién de n
igual a 0.453 y una constante de liberaciéon de Kn = 0.1075 mg / min*2. De la misma
forma este sistema siguio una difusion Fickiana, se cree que este comportamiento

pueda ocurrir porque las NFs del sistema B tienen en su estructura perlas unidas a
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las fibras, las que podrian disolverse posteriormente al disolverse la parte totalmente
estirara de las NFs, que debido a su pequefio diametro se disuelven en primera
instancia. En algunos casos, el farmaco puede actuar como un agente plastificante
de la solucion polimérica, lo que probablemente retrase la liberacion del farmaco en
el medio de disolucion compuesta por una solucion amortiguadora de fosfatos pH
7, adicionada con Brij® 58 al 2.5%. Las condiciones de disolucién permiten relajar
las cadenas poliméricas de CAP, las cuales estan formando parte de la estructura
de las NFs, con lo que se permitiria la difusién del farmaco hacia el medio hasta un
punto donde esta se erosiona por completo y se puede liberar la cantidad total de
farmaco.

La comparacion de los resultados obtenidos de ambos sistemas nos permite afirmar
que la difusidbn Fickiana proporcionaria el mecanismo de liberacion mas
predominante, aunque es importante tener en cuenta que los cambios en el pH del
medio de liberacion pueden retrasar el tiempo de liberacidon de la cantidad total de
farmaco. Esta propiedad, podria permitir una liberaciéon prolongada durante largos
periodos, ya que el pH del FCG en el bolsillo periodontal cambia de alrededor de 7
en condiciones normales a 5 a medida que la EP progresa debido a la inflamacién
y la acumulacion de bacterias. A medida que disminuye el pH del medio (es decir,
del FCG en la bolsa periodontal), las NFs-CAP pueden disminuir su velocidad de
liberacion ya que el polimero CAP se vuelve menos soluble a pH &cidos. Un ligero
aumento en el pH del medio, es el resultado de una mejora en la etapa de la EP. En
casos EP leves, el pH de la bolsa periodontal que contiene el FCG es ligeramente
basico, cercano a 7. A medida que disminuye la presencia de bacterias, la etapa de
la enfermedad mejora hasta que la inflamacion y otras molestias caracteristicas
desaparecen. Es en ese punto que el pH de la bolsa periodontal cambia de
ligeramente basico a ligeramente acido, con lo que se esperaria que esta
disminucion del pH del medio de la bolsa periodontal, donde las NFs son
depositadas o colocadas directamente en las encias, retarde la liberacion del
farmaco de los nanosistemas formulados con el polimero CAP.

Derivado de las observaciones y resultados obtenidos se puede sugerir que dichos
nanosistemas pueden ser de gran ayuda en el area odontolégica, como es el caso
del tratamiento de la EPD u otras aplicaciones, como por ejemplo la regeneracién

tisular.
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2. Resultados y discusién de otros sistemas nanoparticulados (NCs y NPs)

Los resultados de las pruebas de solubilidad de los componentes de la formulacion

para NCs y NPs se resumen en la Tabla 12.
2.1 Determinacion de la solubilidad de CHX

En la Tabla 12 se muestra que la solubilidad de la CHX en dos diferentes tipos de
aceites que pueden ser empleados como centro oleoso en la formulacion de NCs
ademas de que servirian como medio de disolucion y vehiculo del principio activo.
Se observo que la CHX es muy soluble en aceite de Eugenol, pero no asi en los
triglicéridos de cadena media (Captex 200) en el cual es casi insoluble. La
solubilidad de la CHX en eugenol fue de 6.6 mg/ml y en aceite Captex 200, 0.85
mg/ml.

Se ha reportado que el eugenol en combinacion con algunos antibiéticos presenta
un efecto sinérgico aumentando el efecto terapéutico del antibiético lo que reduce
la concentracion minima inhibitoria para provocar la muerte a los microrganismos
(74). Ademas, se observé que el CAP es ligeramente soluble en el aceite de
eugenol, caso contrario al polivinilalcohol (PVAL), el cual es completamente
insoluble tanto en el aceite de eugenol como en el Captex 200.

Por otro lado, se observo que el polimero CAP, el eugenol y la CHX son solubles en
metiletilcetona y acetato de etilo, ambos disolventes organicos probados. Este tipo
de disolventes organicos son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica
debido a su baja toxicidad para los humanos, mientras que el PVAL fue
completamente insoluble en este tipo de disolventes y muestra ser completamente
soluble en agua. Cabe sefialar que en la formacién de NPs y principalmente en NCs,
se requiere que el polimero y el o los materiales a encapsular se encuentren
completamente disueltos en la fase organica pero insolubles en la fase acuosa.
Tomando en cuenta esto, se eligid la metiletiicetona como disolvente organico y
agua como fase acuosa para la preparacion de NCs o NPs segun sea el caso.
Adicionalmente se determino la solubilidad de la CHX y eugenol en dos diferentes
disolventes etanol y metanol. Observandose que la CHX es mas soluble en metanol
gue en etanol y que el eugenol es muy soluble en ambos disolventes, por lo cual se

decidié6 emplear metanol en caso de ser necesario. Este disolvente organico se
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utilizara como disolvente en el método de cuantificacion de CHX contenida en las

NCs o NPs debido a su buena solubilidad.

Tabla 12. Resultados de la prueba cualitativa de solubilidad en diferentes
disolventes de los diferentes materiales empleados en la formulacion de NCs y NPs.

Material Captex  Eugenol Metiletilcetona Acetato  Etanol  Metanol Agua
200 de etilo
Clorhexidina No Si Si Si Si Si No
Ftalato de No Si Si Si No No No
Acetato de
Celulosa
Eugenol Si - Si Si Si Si No
Polivinilalcohol No No No No No No Si

2.2 Eleccion del método analitico para la cuantificacion de CHX,
Espectrofotometria UV-Vis / HPLC

En las Figuras 28-32 se muestran los espectros de absorcién obtenidos a partir de
soluciones de Eugenol, CHX y una mezcla de ambos analitos, empleando como
disolventes etanol y metanol, disolventes en donde presentaron mejor solubilidad.
En la Figura 28 se observa que la longitud de maxima absorcién del eugenol es de
280 nm en ambos disolventes, de la misma manera en la Figura 29 se observa que
la longitud de méaxima absorcion para la CHX es de 260 nm. Los espectros de
absorcion obtenidos a partir de una solucion que contenia ambos analitos Eugenol-
CHX disueltos en etanol o metanol se muestran de en la Figura 30, donde se
observo una supresion de la sefal de la CHX ya que esta absorbe a una longitud
de onda muy cercana a la del eugenol y que interfiere con la sefial especifica de la
CHX. Las Figuras 31 y 32 muestran la comparacion de una solucion estandar
concentrada y una diluida, en donde se corrobor6 que efectivamente se suprime la
sefial de la CHX en ambos disolventes. Debido a esto, se determind que la
Espectrofotometria UV-Vis no es la técnica adecuada para llevar acabo la
cuantificacion del principio activo contenido en las NCs y NPs, Por lo que es
necesario emplear una técnica de separacion que permita cuantificar con exactitud
y precision la cantidad de principio activo contenido en los nanosistemas. El método
analitico fue adaptado y optimizado, empleando la técnica de Cromatografia de
liquidos de alta resolucion para llevar a cabo dicha determinacion.
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Figura 28. Espectros de absorcion de aceite de eugenol disuelto en etanol y

metanol
35
Abs
3
]
1
25 |, BCO ETOH Abs
[t
I.
2 |t -~~~ CHDENETOH 2
l: mcgmll Abs
1.5 ||¢
I, — — — BCO METOH Abs
Y
1 \ %
VR e e CHDEN METOH 2
05 | \ SwalsT-3 mecgml Abs
\‘\
== T
o | te
200 250 300 350 400 450 500
0.5 A

Abs
45
BCO ETOH Abs
3.5 el e MEZCLA EN ETOH 1.66 mcgml
K Abs
i
! ‘ - MEZCLA EN ETOH 1.66
25 megmil diluida Abs
P ~ — - BCOMETOH Abs
1.5 MEZCLA EN METOH Abs
MEZCLA EN METOH DLUIDA
0.5 Abs
05 200 250 300 350 400 450 A 500

Figura 30. Espectros de absorcion de la mezcla CHX-eugenol en etanol y
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Figura 31. Comparacion de espectros de absorcién de CHX, eugenol y mezcla
utilizando como disolvente etanol.
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Figura 32. Comparacion de espectros de absorcién de CHX, eugenol y mezcla
utilizando como disolvente metanol.

2.3 Curva de calibracion para el complejo colorido de PVAL

El polimero empleado como estabilizante durante la preparaciéon de las NCs o NPs
por el método de emulsificacidén-difusion, fue el PVAL, ya que evita la agregacion de
las NCs cuando se encuentran en dispersion y con ello disminuye su velocidad de
sedimentacion, obteniendo sistemas mucho mas estables. Este proceso se da, ya
gue las cadenas de PVAL poseen una gran afinidad a la superficie de las NCs o
NPs y se une fuertemente a la superficie de éstas formando una capa estable, lo
cual fue propuesto por Quintanar-Guerrero, D., et al., 1998 (15). El principal
inconveniente al emplearlo, es que al unirse fuertemente a la superficie puede

coaleser con otras particulas en suspension y formar aglomerados de particulas, es
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por ello que es necesario remover el exceso de éste polimero estabilizante, lo cual
es considerado como dificil de remover completamente de las NCs o NPs obtenidas,
ya que se requiere una serie de lavados.

La cantidad residual de polimero estabilizante (PVAL) en las NCs se determino
basandose en un método validado por Raygoza, T., et al.,1995 (94). Dicho método
es la formacion de un complejo colorido con yodo en presencia de acido borico en
presencia de PVAL, el complejo formado es de color verde y estable por 15 min.
Para dicha prueba se llevé a cabo el montaje de una curva de calibracién con la
finalidad de determinar la cantidad de PVAL residual en las NCs. Se demostro la
linealidad del método, al observar que se obtuvo una r?> 0.9996, (Figura 33). El
porcentaje de CV es aceptable, ya que el valor obtenido para este método
espectrofotométrico es menor 3%, lo cual nos indica que la dispersiéon del conjunto

de los datos de la curva de calibracion es baja.

Curva de calibracion para el complejo
colorido PVAL-I,

1.2000

y=0.0206x+0.0002
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Figura 33. Curva de calibracién para el complejo colorido PVAL-I2.

Para todos los lotes se obtuvieron residuos de PVAL por debajo del 5%, como se
observa en la Tabla 13, lo cual indica que los lavados realizados durante el proceso
con la finalidad de eliminar el exceso de PVAL fueron suficientes y adecuados.
Quintanar-Guerrero, D. et al. (1998) han reportado 6-8% de PVAL residual en
nanoesferas de PLA preparadas por el método de emulsificacion difusién (15), asi
como Pifidn-Segundo, E. et al. (2003), que reporté cantidades de PVAL residual
menores al 4% para nanoesferas de PLGA, PLA y CAP preparadas por el mismo
método (95).
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Tabla 13. Porcentaje de PVAL residual en NCs.

Lote % PVAL residual

1 4.7412
2 3.6303
3 4.5520

2.4 Optimizacion del método analitico para la determinacién de CHX por
HPLC

El método analitico empleado para la cuantificacion de CHX en los nanosistemas
fue optimizado empleando una solucion estandar de CHX de concentracion 20
pug/ml, la cual fue inyectada al sistema cromatografico para determinar su longitud
de maxima absorcién, su resolucién y tiempo de retencién en diferentes condiciones
de trabajo.

Como se mencion6 anteriormente, la CHX presenta un pico con una longitud de
onda de maxima absorcién a 260 nm, pero al mezclarse con el eugenol el cual
presenta un pico de maxima absorcion a 280 nm, la sefial de CHX se suprime lo
que imposibilita detectarla y con ello cuantificarla. La técnica elegida para la
cuantificacion de CHX en las NCs y NPs fue la cromatografia de liquidos HPLC,
para ello se realizaron pruebas inyectando una serie de muestras al sistema
cromatografico variando la composiciéon de la fase movil. Las Figuras 34-38
muestran los cromatogramas obtenidos bajo ciertas condiciones de trabajo. Las
muestras que presentan mejor resolucion se detectaron a 260 nm y una velocidad

de flujo de 1ml/min de fase mévil en una proporcién 35:65 (v/v).
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Figura 36. Cromatogramas obtenidos a partir de una solucién estandar de; (a) CHX, (b)
soluciéon estandar de eugenol, (c) mezcla de CHX-eugenol y (d) muestra problema,
empleando una fase mévil Acetonitrilo: Solucion amortiguadora de acetatos pH 3.3 al 0.5%

TEA (35:65)(v/v).
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Figura 37. Cromatogramas obtenidos a partir de una solucién estandar de; (a) CHX,
(b) soluciéon estandar de eugenol, (c) mezcla de CHX-eugenol y (d) muestra
problema, empleando una fase movil Acetonitrilo: Solucion amortiguadora de
acetatos pH 3.3 al 0.5% TEA: Agua (35:65:10)(v/v/v).
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Figura 38. Cromatogramas obtenidos a partir de una solucién estandar de; (a) CHX,
(b) solucion estandar de eugenol, (c) mezcla de CHX-eugenol, empleando una fase
movil Acetonitrilo: Solucion amortiguadora de acetatos pH 3.3 al 0.5% TEA: Metanol
(35:65:10)(v/viv).

Con la finalidad de optimizar el método analitico, se inyectd una solucién estandar
de CHX de concentracion conocida (=20ug/ml), una solucién estandar de aceite de
eugenol (=738.5ug/ml) y una mezcla de ambos analitos de concentracion =758.5
pg/ml. En las Figuras 36-38 se observa que el tiempo de retencion de la CHX varia
conforme se modifica la composicion de la fase movil (tret = 6.419, 8.364, 6.871,

respectivamente) debido a que se utilizé la cromatografia en fase reversa para llevar
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acabo la separacion, lo que significa que los compuestos menos polares seran
retenidos por la fase estacionaria y los mas polares seran arrastrados por la fase
movil con mayor facilidad de acuerdo a su composicion. En las Figuras 36 y 37 se
puede observar que el pico de CHX presenta una resolucion adecuada y no asi en
la Figura 38, donde la altura del pico disminuye. Por otro lado, al inyectar la mezcla
de ambos analitos al sistema cromatografico no se observa una completa
separacion de los analitos debido a que la muestra tenia una concentracion elevada
(Figuras 36, 37, 38) pero al inyectar una muestra problema de extraccion de CHX a
partir de NCs se observa que hay una separacion de ambos analitos (Figura 36, 37).
Dichos resultados fueron empleados para determinar que las condiciones éptimas
para llevar a cabo la cuantificaciéon de CHX contenida en las NCs o NPs se obtienen
utilizando una columna LiChrospher 100RP-18, 5um (125x4 mm), una fase movil
con una mezcla Acetonitrilo: Solucion amortiguadora de acetatos pH 3.3 al 0.5 % de
trietilamina (TEA) en una proporcion 35:65 (v/v) en condiciones isocréticas, una
velocidad de flujo de 1 mi/min y una deteccién a 260 nm.

2.5 Validacion del método analitico para la cuantificacion de CHX

mediante la técnica de HPLC

La Tabla 14 muestra los resultados obtenidos de la validacion del método analitico

para la cuantificacion de CHX contenida en NFs, NCs y NPs de CAP.

Tabla 14. Parametros obtenidos de la validacion del método analitico para la
cuantificacion de CHX por HPLC.

Parametro Criterio de aceptacion Resultado
Linealidad del método Valor de 1 2 0.9999 r =0.9994
Precisién del método, repetibilidad CV=30% 2.19%

Precision del método,

0, 0,
reproducibilidad U= Za
Exactitud del método DEA<3.0% 2.95 %
% Recobro 95-105 % 99.61 %
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2.6 Preparacion de NCs y NPs por el método de emulsificacion-difusion

Las NCs y NPs fueron preparadas por el método de emulsificacion-difusiéon como
se describié anteriormente, esta técnica involucra el uso de disolventes organicos
parcialmente miscibles con agua, los cuales son previamente saturados entre si,
con la finalidad de asegurar el equilibrio termodindmico de ambos liquidos. La
seleccion del tipo de disolventes a utilizar para la preparacion de las NCs y NPs se
apoyé en investigaciones previas, en las cuales se han preparado nanoesferas
(NSphs) y NCs a partir de PLA, PLGA y CAP (79). Cabe recordar que los
compuestos o principios activos que pueden ser encapsulados por la técnica de
emulsificacion-difusion deben ser insolubles en agua. El principio activo modelo
incorporado en las NCs y NPs fue la CHX, la cual es ampliamente utilizada como
agente antimicrobiano en el area odontologica. La CHX es insoluble en agua y
soluble en disolventes organicos a diferencia de sus sales que son muy solubles en

medios acuosos.

2.7 Caracterizacion fisicoquimicade NCs y NPs obtenidas por el método

de emulsificacion-difusiéon

2.7.1 Tamaiio y potencial Z

El tamafio de particula y la distribucion del tamafio de particula son caracteristicas
importantes de los sistemas nanoparticulados, debido a que ellos determinan su
distribucion in vivo, su destino bioldgico, su toxicidad, su capacidad de direccion,
ademas de influenciar en la carga de farmaco y en la estabilidad de los
nanosistemas. La liberacion del farmaco es afectada por el tamafio, esto se debe a
que las particulas pequefas tienen una gran area superficial lo que facilita una
rapida liberacion a diferencia de particulas grandes que poseen un mayor nucleo
por lo que la difusion del farmaco sera lenta. Debido a su tamafio, las NPs tienen un
alto riesgo de agregacion durante su almacenamiento y transportacion (96,97).

Para la medicion de tamafio de particula se utilizo el equipo de medicion de diametro
promedio de particulas Zetasizer® basado en la dispersién de luz dindmica, en

donde las particulas son iluminadas con un laser; la intensidad de las fluctuaciones
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de la dispersion de luz y su rango van a depender del tamafio de las particulas
obteniendo asi el llamado diametro hidrodindmico y se refiere a como difunde una
particula en un fluido. Los resultados del diametro promedio de particula, indice de
polidispersidad y potencial Z de los lotes preparados con diferente cantidad de
principio activo se muestran en la Tabla 15.

Todos los lotes muestran tamafios inferiores a los 350 nm. Es importante destacar
que las NCs de CAP cargadas con eugenol y CHX tenian tamafios entre un 60%-
79% mayor que el de las NPs de CAP cargadas con CHX las cuales mostraron solo
un aumento del 37% con respecto al lote control. Esto indica que el 33-42% del
aumento en el tamafio de las particulas puede ser atribuible a la presencia del aceite
de eugenol, el cual se incorpor6 a la formulacién de NCs preparadas por el método
de emulsificacion-difusion, para obtener posiblemente un efecto sinérgico (98,99).
Pifibn Segundo et al. (2005), encontraron que la nanoencapsulacion de triclosan
empleando CAP genero NPs con un tamafio de 192-235nm, que aumentaron de
tamafio al incrementar la cantidad de triclosan (79).

Hipotéticamente el aumento en el tamafio de las particulas también puede atribuirse
a la presencia de aceite de eugenol en las NCs ademas del tamafio de la molécula
de CHX. La presencia de grupos -OH permite que el sistema se estabilice formando
hemiacetales unidos (100). En las NCs, el cambio de concentraciones de CHX de
10 a 20 mg aumento ligeramente el tamafio de las particulas, mientras que el indice
de polidispersidad (IP) aumento ligeramente cuando se emplearon 20 a 30 mg de
CHX. Se puede apreciar que al aumentar la cantidad de CHX en la formulacion de
NCs el tamafio de particula se incrementa ligeramente, asi como el IP.

La dispersidad es una medida de la heterogeneidad de los tamafios de las
moléculas o particulas en una mezcla. Una coleccion de particulas se denomina
monodispersas si las particulas tienen el mismo tamafio, forma, o masa. Una
muestra de particulas que tienen una inconsistente distribucion del tamano, de la
formay de la masa es llamada polidispersa. Los rangos del indice de polidispersion
varian desde un valor teérico de 0.000, para una poblacion de gotas idealmente
monodispersas a 0.500 para las distribuciones relativamente amplias. En la practica,
los valores de indice de polidispersion de 0.030-0.050 son encontrados para las
dispersiones latex estandares consideradas como monodispersas. Los lotes con

mayor cantidad de principio activo presentan una mayor desviacion estandar en la
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distribucion del tamafio de particula, lo cual es indicativo de un aumento en su indice
de polidispersidad que nos indicaria la presencia de una poblacion polidispersa, lo
cual se observa en las Figuras 39, 40, 41.

Las diferencias entre las NCs y NPs pueden ser atribuibles principalmente al efecto
del aceite de eugenol sobre el comportamiento interfacial durante el proceso de
formacién (mecanismo de difusion-evaporacion), ya que esto puede aumentar la
agregacion de las proto-nanoparticulas debido a una capa de difusion mas grande.
Cuando la cantidad de CHX en la formulaciéon aumenta, el tamafio de particula
también aumenta ligeramente, al igual que el indice de polidispersidad, lo que indica
que la cantidad de principio activo (10-30 mg) no tiene un efecto significativo sobre
el tamafo de las NCs, (p-valor = 0.4797, Anexo 3).

Tabla 15. Resultados de pruebas de caracterizacion fisicoquimica de NPs control,
NCs cargadas con diferente cantidad de CHX y NPs cargadas con CHX.

Cantidad Diametro indice de Potencial-Z + Eficiencia de Eficiencia de
Formulacion de CHX promedio + SD Polidispersion SD (mV) ~ proceso +SD entrampamiento
(mg) (nm) +SD (%) + SD (%)
Control - 180.6 £ 0.70 - -10.83 £ 0.77 - -

10 290.65 = 15.70 0.14 £ 0.02 -20.16 + 2.64 84.30£0.74 61.93 £4.28

NCs 20 324.46 = 55.46 0.238 £0.02 -18.77 + 3.46 72.00 = 1.66 64.49 £ 0.80

30 296.35 + 39.00 0.291 £ 0.05 -18.71 £ 5.21 69.25 £ 0.43 59.88 £ 2.77

NPs 10 247.60 £ 9.61 0.242 £ 0.01 -20.35+ 1.91 57.17 £1.23 77.36 £0.62

Las cargas eléctricas tienen un importante papel en la determinacion de la
interaccidn de las particulas indicando la estabilidad fisica de la dispersion coloidal.
El potencial Z de una nanoparticula es utilizado para caracterizar la carga de la
superficie; este refleja el potencial eléctrico de las particulas y es influenciado por la
composicién de la matriz y por el medio en el que son dispersadas. Como se
muestra en la Tabla 15 las NPs con potencial Z entre |30 mV| son estables en
suspension y la carga en la superficie previene la agregacion de las particulas. El
potencial Z puede ser empleado para determinar si un material con carga activa
(principio activo) se encuentra encapsulado en el centro de una nanocapsula o
adsorbido en la superficie, también si se encuentra disperso en la matriz de una

nanoparticula (101).
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Tabla 16. Estabilizacion de suspensiones en base a su potencial Z.

Estabilidad Potencial Z (mV)
Muy buena -100 a -60
Buena -60 a -40
Moderada -40 a -30
Umbral de dispersién -30a-15
Umbral de aglomeracion -15a-10
Fuerte aglomeracidn y precipitacion -10a-5

El potencial Z fue medido en un Zetasizer® empleando una celda de capilar doblado
y mediante la aplicacion de un campo eléctrico a través de la suspension de NPs,
las particulas con carga migran hacia el electrodo de carga opuesta, con una
velocidad proporcional a la magnitud del potencial Z. El potencial Z mide el grado
de repulsidn entre particulas cargadas similarmente en una dispersion. De manera
general cuando este es relativamente bajo, una atraccion excede la repulsion y la
dispersion puede flocular (102). Una dispersion de NPs con un potencial Z por arriba
de |30 mV| ha demostrado ser estable, en gran parte debido a que la carga de la
superficie impide la agregacion de las particulas al provocar la repulsidon entre éstas
(97). EIl objetivo de la determinacion del potencial Z es predecir la estabilidad que
presentan las NCs y NPs, ademas de observar si el principio activo modelo (CHX)
se encontraba encapsulado o adsorbido en la superficie.

Los resultados de potencial Z obtenidos para las NCs y NPs se muestran en la Tabla
15y las Figuras 42,43,44, observandose que todos los lotes preparados presentan
una potencial Z de alrededor de -20 mV lo cual sugiere que los nanosistemas son
estables en dispersion, ademas de poseer carga negativa en su superficie. En base
a lo reportado, en la Tabla 16 las NCs y NPs se encuentran en el umbral de
dispersién, cabe mencionar que la dispersion de sélidos en liquidos puede ser
estabilizada tanto por ausencia o presencia de barreras eléctricas o por barreras
estéricas y en este caso el mecanismo de accion del estabilizante PVAL no es por
repulsion de cargas si no por proteccion estérica debida a las cadenas de
estabilizante que se encuentran adsorbidas en la superficie de las NCs o NPs, lo
qgue impide su aglomeracion, adicionalmente la talla nanomeétrica de los sistemas

les confiere una adecuada dispersion (103-105). Todos los lotes presentaron una
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cantidad residual de PVAL menor al 5% (Tabla 13), se cree que esta cantidad en la
suficiente para lograr una buena dispersion y estabilidad de los nanosistemas ya
que la concentraciéon de PVAL adsorbido a la superficie de las NPs previene su
agregacion por repulsion estérica, ya que forma una capa gruesa estable y
fuertemente unida (51,80). Por otro lado, la carga que presentan las NCs y NPs es
negativa, lo que podria ser indicativo que la CHX esta encapsulada en el centro
oleoso de las NCs o dispersa en la matriz de las NPs, ya que ésta presenta carga
positiva y la carga negativa detectada se debe a la presencia del PVAL adsorbido
en su superficie. Ademas, la carga positiva que posee la CHX contribuye a aumentar
de manera positiva el valor del potencial Z en aproximadamente 10 mV,

comparando los lotes controles contra los lotes cargados.
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Figura 39. Distribucion de tamafio de particula de Nanocépsulas con 10 mg de
CHX.
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Figura 40. Distribucion de tamafio de particula de Nanocapsulas con 20 mg de
CHX.
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Figura 41. Distribucion de tamafio de particula de Nanocpsulas con 30 mg de
CHX.
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Figura 42. Potencial Z de Nanocépsulas con 10 mg de CHX.
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Figura 43. Potencial Z de Nanocépsulas con 20 mg de CHX.
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Figura 44. Potencial Z de Nanocépsulas con 30 mg de CHX.
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2.7.2 Eficiencia de entrampamiento y eficiencia de proceso de NCs y

NPs de CAP obtenidas por emulsificacion-difusion.

La Tabla 15 muestra que la EP varia conforme se varia la cantidad de CHX presente
en la formulacién en un rango de 84 a 69 %. Por lo que una gran cantidad de
principio activo disminuye la EP, debido a que esto incrementa la agregacion de las
cadenas poliméricas. Lo que podria deberse a que el proceso de elaboracion de las
NCs no soporta el aumento de principio activo, ya que al momento de realizar los
lotes con 20 y 30 mg de CHX se observé una precipitacion del polimero, que puede
ser por una sobresaturacion del sistema. También se puede observar que la CHX
disminuye la eficiencia del estabilizante y con ello la eficiencia en la formacion de
NCs (106). Para todos los lotes preparados de NCs con diferente cantidad de CHX,
los resultados muestran una diferencia estadisticamente significativa en la EP con
un nivel de significancia del 95% (p-valor = 0.0000, Anexo 3). Posiblemente la EP
en lotes cargados con 10 mg de CHX es mayor que en los lotes de NPs con la
misma cantidad de CHX, debido a la presencia de aceite de eugenol, en donde la
CHX fue disuelta antes de la adicion del polimero, por lo que la agregacién de las
cadenas poliméricas es mucho menor lo que brinda una mayor EP de alrededor del
84.3%. Se ha propuesto que la presencia de eugenol promueve la formacién de una
interfaz definida de nanogotas de aceite y medio, formando una nanoemulsién
donde el coacervado de polimero forma una pelicula delgada a su alrededor. Por el
contrario, la formacién de NPs depende de la agregacion de las cadenas poliméricas
y la funcionalidad del estabilizador para evitar la coalescencia de las proto-
nanoparticulas, que estd mas influenciada por la presencia de CHX, estos sistemas
presentaron una EP de alrededor de 57.17% (107).

Después de determinar la cantidad de CHX presente en las NCs y NPs por medio
de la técnica HPLC se procedié a determinar la EE. Los datos se muestran en la
Tabla 15, donde se considera que para todos los lotes el porcentaje de
encapsulacién puede considerarse como alto para CHX, alrededor de 60% con
respecto a la cantidad inicial de CHX en la formulacion pues es dificil alcanzar EE
altas. Este comportamiento puede explicarse porque durante su proceso de
formacion no fue posible encapsular la cantidad total del aceite presente en la
formulacién, lo que significa que se perdié parte del principio activo disuelto en el

aceite no encapsulado. En estos lotes, la perdida de farmaco en la fase continua es
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constante bajo las condiciones de trabajo establecidas. Por otro lado, en la
formacién de NPs es posible obtener altas EE de alrededor del 77%, debido a que
el farmaco se mezcla directamente con el polimero que formara la matriz polimérica
y s6lo una pequeia cantidad de CHX no quedara entrampada en las cadenas
poliméricas. Lboutounne et al.(2002), quienes encapsularon CHX en NCs
poliméricas de poli(€-caprolactona) como polimero y Labrafac hydrophile® WL 1219
como aceite, obtuvieron resultados similares (63). Se ha observado que es dificil
lograr altas EE y EP debido a que el proceso de elaboracion requiere de varias
etapas de preparacion y purificacion, que de cierta forma podrian permitir la
liberacion y perdida del principio activo antes de la formacion de las NCs. En este
sentido y considerando la alta volatilidad del aceite de eugenol, la cantidad de
eugenol que permanecio presente en el procesamiento de las NCs se determiné
mediante el método cromatografico HPLC descrito anteriormente. Los resultados
demostraron que hay una pérdida de alrededor del 90% de eugenol con respecto a
la cantidad inicial. Ying Shao et al. (2018) han informado una EE de alrededor del
11-61% en nanoemulsiones de Eugenol-Quitosan, cuando son preparadas por
tratamiento ultrasénico empleando una solucion de acido acético-quitosan que
contiene 1% p/v de Tween 20 en proporciones de Quitosan- Eugenol (1:1) (108).
Sin embargo, esta cantidad puede ser considerada suficiente para contribuir al
efecto terapéutico, ya que se ha reportado que concentraciones de 108a 10° M son
efectivas en el tratamiento de la periodontitis (75,109). Es importante sefalar que,
cuando se combina con algunos antibiéticos, el eugenol tiene un efecto sinérgico
gue aumenta el efecto terapéutico del antibiético (74,110). Hanene Miladi et al.
(2017) ha reportado un efecto sinérgico del aceite de eugenol y la tetraciclina con
una tasa de reduccion que oscila entre dos y ocho veces en la concentracion minima
inhibitoria (MIC) (111).

Las capacidades de carga para los lotes de NCs fueron 2.72% para el mas bajo (10
mg), 5.44% para el medio (20 mg) y 7.65% para la concentracion mas alta (30 mg).
Por lo tanto, la cantidad de CHX en NCs no muestra una influencia estadisticamente
significativa en el tamafo, aunque si determina la capacidad de carga y la eficiencia
del proceso. Con base a los resultados obtenidos se determiné que la mejor
formulacién seria aquella en donde la cantidad de CHX es de 10mg, la cual presenta

un tamafo de particula en un rango de entre 250-300nm, una poblacién considerada
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como monodispersa, una EE de alrededor del 60% y con una alta EP aproximada
del 80%. Lo que nos aseguraria tener un sistema estable, el cual fue empleado para
la realizacion de las siguientes pruebas de caracterizacidn. Por otro lado, a partir de
estos resultados se elaboraron NPs, considerando que para estos sistemas el aceite
de eugenol no es incorporado a la formulacién y los demas excipientes son

incorporados en la misma proporcion y condiciones.

2.7.3 Microscopia Electrénica de Barrido de NCs y NPs de CAP

Los estudios de MEB fueron realizados con las NCs cargadas con 10 mg de CHX,
las cuales presentaron mejores resultados en cuanto a tamafio, EP y EE. Las
micrografias de la Figura 45 (a-j) muestran que la morfologia de las NCs y NPs
cargadas con CHX es esférica y aparentemente de superficie homogénea sdlida sin
evidencia de cristales de principio activo en su superficie. Por otro lado, se demostré
que los sistemas poseen un tamafio submicrénico y el tamafio de particula concordé

con el determinado por el método de dispersion de luz medido en el Zetasizer®.
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Figura 45. (a) Micrografias de NCs-CAP-CHX; (b) NPs-CAP-CHX; (c, d) Superficie
y cuerpo de hilos dentales no encerados (e, g, i) NCs-CAP-CHX adsorbidas en la
superficie de hilos dentales y (f, h, j) NPs-CAP-CHX adsorbidas en la superficie de
hilos dentales.

Para demostrar la capacidad de infiltracién de estos nanosistemas, NCs y NPs se
infiltraron en hilos dentales no encerados sumergiendo estos en una suspension al
5% (p/v) de cada nanosistema. Después de una inmersion por un periodo de 24 h,
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la cantidad adsorbida de nanosistemas fue determinada, correspondiendo a 5.8 mg
para NCs y 2.8 mg para NPs. La Figura 45 e-j muestra que tanto NCs como NPs
fueron retenidos en la superficie y los espacios pequefios de los hilos dentales, lo
cual es un hallazgo indicativo de su capacidad para infiltrarse y ser adsorbidos en
diferentes superficies. En este sentido, se debe destacar que el pequefio tamafio de
estos sistemas les permitiria infiltrarse en la bolsa periodontal aplicandose en forma
de suspension siempre y cuando esta se mantenga en un &rea especifica o se
infiltren directamente en el sitio, ademas de que los hilos dentales cargados con
nanosistemas podrian fungir como un dispositivo de administracion de NCs o NPs
cargadas con algun principio activo en los espacios interdentales y alcanzar el surco
gingival, lo cual podria ser una forma de prevencion de periodontitis, al ejercer un

efecto bacteriostatico empleando bajas dosis de principio activo.

2.7.3 Propiedades térmicas de los componentes de la formulacion por
Calorimetria Diferencial de Barrido

Mediante DSC, se puede establecer la relacion que existe entre los componentes
de la matriz de las NCs y el farmaco, con la finalidad de observar si éste se
encuentra disperso molecularmente en la matriz o en forma de cristales. Cuando
existe una dispersion molecular del farmaco en las NCs no se detecta el pico
endotérmico caracteristico de la fusion del principio activo, por lo que se
caracterizaron las NCs cargadas con clorhexidina mediante esta técnica. En la
Figura 46 se presentan los termogramas correspondientes a la CHX polvo, aceite
de eugenol, PVAL, CAP, una mezcla fisica de todos los componentes de la
formulacién y NCs cargadas con CHX. Cabe mencionar que el sistema de NCs fue
empleada como sistema modelo de estudio ya que para su formulacion se requieren
la mayoria de los componentes empleados en la elaboracion de NPs. En la Figura
46-c se observa el endoterma de fusion de la CHX a 135.65°C seguido de su
degradacion. La mezcla fisica (Figura 46-e) muestra un amplio pico entre las
temperaturas de fusion del aceite de eugenol y el de la CHX, correspondiente a la
interaccion de dos sustancias. La disminucion en el pico endotérmico de la CHX en
esta mezcla fisica podria atribuirse a un efecto de dilucion. Ademas, se observan

ligeros cambios endotérmicos que indican la presencia de PVAL y CAP. En el caso
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de las NCs cargadas con CHX (Figura 46-f) no se observa el pico endotérmico
caracteristico del punto de fusion de la CHX, ademas de observarse una
disminucion en la temperatura de transicion vitrea del polimero. Este
comportamiento nos sugiere que la CHX esta disuelta en el eugenol, el cual esta
encapsulado en una membrana polimérica compuesta por el polimero CAP. Una
observacion particularmente importante es la ausencia del pico cristalino del CAP
en el sistema de NCs, lo que sugiere que la CHX y el eugenol pueden actuar como

plastificantes del polimero.
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Figura 46. Termogramas obtenidos a partir de los componentes individuales de la
formulacion de Nanocapsulas; (a) PVAL; (b) CAP; (c) CHX; (d) Aceite de eugenol;
(e) Mezcla fisica y (f) NCs-CAP-CHX.
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2.8 Determinacion de mecanismo de liberacion del principio activo a
partir de NCs y NPs.

Las Figuras 47 y 48 muestran los perfiles de liberacion de CHX para NPs-CAP-CHX
y NCs-CAP-CHX respectivamente. Ambos sistemas presentaron una rapida
liberacion de la CHX. Para NPs-CAP-CHX una completa liberacion fue obtenida a
los 15 min, mientras que para NCs-CAP-CHX esta se logré a los 80 min, empleando
un medio de disolucién compuesto de una solucion amortiguadora de fosfatos pH 7
adicionada con Brij 58® al 2.5%(p/v). Debido a que la arquitectura de los
nanosistemas es diferente, la velocidad de liberacién se ve modificada. Las NPs
poseen una estructura matricial, mientras que la estructura de las NCs es capsular.
Un sistema matricial usualmente libera el principio activo mediante un mecanismo
de difusion, mientras que un sistema capsular puede liberar el principio activo ya sea
por difusién a través de la membrana o por rompimiento u explosion de la capsula.
Es de esperarse que ocurra un comportamiento similar bajo ciertas condiciones in
vivo. Como se mencioné anteriormente la CHX es un principio activo clase I, lo que
significa que su solubilidad es un factor limitante cuando se intenta simular las
condiciones in vivo en las pruebas de liberacién. Estos farmacos poseen una
estrecha relacion in vitro-in vivo, lo que permite realizar una buena prediccion del
rendimiento de la formulacion in vivo, basdndose en los resultados de los estudios

de liberacion de farmacos in vitro (90,91).
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Figura 47. Perfil de liberacion de CHX a partir de Nanoparticulas.
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Figura 48. Perfil de liberacion de CHX a partir de Nanocapsulas.

Las formas farmacéuticas convencionales utilizadas para tratar la EPD
generalmente requieren varias aplicaciones a lo largo del dia, debido a la rapida
eliminacion del medicamento del sitio. De hecho, sélo intervalos més cortos entre
administraciones pueden garantizar un efecto farmacolégico local (92). Estas
aplicaciones adicionales pueden tener el costo en la aceptacion del tratamiento por
parte del paciente y pueden afectar su cumplimiento. Los sistemas desarrollados en
el presente trabajo buscan mejorar la retencidon del principio activo en la bolsa
periodontal, lo que significaria que se podrian reducir el nUmero de administraciones
para tener un alto efecto terapéutico. Debido a que NPs-CAP-CHX y NCs-CAP-CHX
son elaborados a base de un polimero dependiente del pH, se espera que el
principio activo se libere de forma rapida en casos de periodontitis leve, ya que el
pH ligeramente basico del FCG promueve una rapida disolucion del polimero CAP.
Debido a que el ambiente de la bolsa periodontal tiende a volverse acido durante la
infeccion por las acciones combinadas del metabolismo bacteriano y la respuesta
inmune del huésped, (67,93), las NCs de CAP no se erosionan en este medio por
lo que pueden distribuirse en el FCG y a medida que el medio se basifica por la
mejora de la EPD, debido a la accion antimicrobiana del propio polimero, las NCs
liberan el principio activo a una mayor velocidad.

Los resultados del modelado matematico de los datos obtenidos de las pruebas de
liberacion in vitro se muestran en la Tabla 17. Para determinar si el mecanismo de
transporte de la CHX se basa en una difusion Fickiana o no Fickiana, se utilizaron

los modelos Korsmeyer-Peppas y Higuchi. Para ambos casos, es decir NPs y NCs,
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los resultados se ajustaron al modelo de Korsmeyer-Peppas. Este es un modelo
semiempirico que se desarrolld explicitamente para matrices poliméricas y se utiliza
para elucidar el mecanismo de liberacion, debido a su capacidad para diferenciar y
clasificar sistemas con apariencia geométrica distintas, al interpretar sus
exponentes (n). Las NCs y NPs presentan una forma geométrica similar a una
esfera, lo que tedricamente significaria que para valores de n=0.5 una difusién
Fickiana es predominante. Valores méas altos de n, entre 0.5y 1, 6 n = 1, el
mecanismo de transporte predominante es la transferencia de masa,

correspondiente a una difusion no-Fickiana (112,113).

Tabla 17. Coeficientes de correlacion y constantes de los modelos de cinética de
liberacion a partir de NPs y NCs, ecuacion de Korsmeyer-Peppas y Higuchi.

Korsmeyer-Peppas Higuchi
Nanosistema
r2 n r2 Ky
(mg/min*?)
NPs 0.913 0.471 0.890 0.2402
NCs 0.9464 0.6083 0.9343 0.1313

Las NPs mostraron una rapida liberacion de la cantidad total de CHX a los 15 min.
Los datos fueron ajustados al modelo matematico descrito por Korsmeyer-Peppas
al mostrar un coeficiente de determinaciéon de r>= 0.913, un exponente de difusion
de (n) igual a 0.471 y una Kn= 0.2402 mg/min'2, Estos resultados indican que la
liberacién de CHX siguié una difusién Fickiana y por lo tanto se involucran procesos
de difusidén-erosion, ademas de que la difusibn molecular de la CHX tuvo lugar
desde la matriz polimérica de las NPs, como consecuencia de un gradiente de
concentraciones Yy la relajacion de las cadenas poliméricas de CAP. Por otro lado,
las NCs muestran una liberacion mas lenta que las NPs, ya que se obtiene una
liberacién completa del principio activo a los 80min, con un exponente de difusion
(n) igual a 0.6083 y una Kn = 0.1313 mg/min¥2, Por lo tanto, las NCs presentan una
difusibn no Fickiana; es decir, un transporte anémalo. Presumiblemente este
comportamiento puede ocurrir debido a la presencia del aceite de eugenol, el cual
actua como un agente plastificante del polimero CAP, lo que probablemente retrasa

la liberacion del principio activo en el medio de disolucion empleado, compuesto de
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una solucién amortiguadora de fosfatos pH 7 adicionado con Brij® 58 al 2.5%. El
medio promueve la relajacion de las cadenas poliméricas de CAP, las cuales forman
parte de la membrana de las NCs, lo que permite la difusién del principio activo
hacia el medio hasta un punto donde se erosiona por completo y se puede liberar la
cantidad total del principio activo.

La comparacion de los resultados obtenidos de ambos nanosistemas nos permite
afirmar que la difusion Fickiana es el mecanismo de liberacion predominante en
ambos nanosistemas, ademas no debemos olvidar que, al emplear un polimero
dependiente del pH, cambios en el pH del medio de liberacion pueden retrasar el
tiempo de liberacion de la cantidad total de principio activo. Esta propiedad podria
permitir una liberacion prolongada durante largos periodos de tiempo, debido a que
el pH del FCG en la bolsa periodontal cambia de alrededor de 7 en condiciones
normales a 5 a medida que la EPD progresa debido a la inflamacion y la
acumulacion de bacterias. En el caso de las NCs que contienen aceite de eugenol,
este probablemente actia en primera instancia reduciendo la inflamacién del tejido
y carga microbiana gracias a sus propiedades antiinflamatorias y antimicrobianas,
con lo que se elevaria el pH del medio (FCG) y se conduciria a la disolucion del
polimero para liberar la cantidad restante de principio activo. A medida que
disminuye el pH del medio las NCs pueden reducir su velocidad de liberacion debido
a gue el polimero CAP disminuye su solubilidad en medios con pH acidos. En el
caso de EPD leve, el pH de la bolsa periodontal que contiene el FCG es ligeramente
bésico cercano a 7, y a medida que la presencia de bacterias disminuye el estadio
de la enfermedad mejora hasta el punto en que la inflamacién y otras molestias
desaparecen. Es en este momento que el pH de la bolsa periodontal cambia de
ligeramente béasicos a ligeramente &cido, por lo que esperariamos que esta
disminucién en el pH del medio de la bolsa periodontal, donde se infiltraran y
depositaran las NPs o NCs, retrasara la liberacion del principio activo a partir de
nanosistemas formulados con CAP. La infiltracién de NPs ha sido documentada por
Ganem-Quintanar, 1997, quienes emplearon microscopia confocal para evidenciar
su infiltracion en el surco gingival. Por lo tanto, cuando las NPs o NCs se aplican
suavemente en el surco gingival, pueden penetrar en el epitelio de union. Estos
resultados sugieren que las NPs pueden proporcionar un posible sistema de

transporte intrapocket para el suministro de sustancias activas (19).
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2.9 Prueba de panel, estudio Comparativo-Prospectivo

Se planed el disefio de un ensayo clinico fase | comparativo-prospectivo, para
realizar una prueba de panel, empleando el nanosistema obtenido como alternativa
en el tratamiento de la EPD y observar con esto la efectividad del sistema. Para
dicha prueba se propuso el empleo de dos formulaciones, una que incluye NCs de
CAP conteniendo CHX, y otra un enjuague oral comercial que contenga CHX.

Los resultados del ensayo se resumen en la Figura 49, en donde se representa la
evolucion clinica de los pacientes con EPD mediante el monitoreo del porcentaje de
reduccion de placa dentobacteriana por la técnica de indice de O Leary. Una breve
descripcion del procedimiento que se llevo a cabo se describe a continuacion;

1. En primer lugar, se llevé a cabo un proceso de odontoxesis, con el cual se
pretende eliminar la mayor parte del calculo supragingival (sarro).
Enseguida se realiz6 un curetaje cerrado por cuadrante.

3. Se realizé el sondaje periodontal para determinar el estado clinico de la
periodontitis.

4. Medicion del porcentaje de placa bacteriana utilizando el indice de O’Leary,

Llenado de periodontograma.

Profilaxis con cepillo, copa de hule y pasta para profilaxis sin flaor.
Instrucciones de la técnica de cepillado de Bass.

Toma de impresion de cavidad oral con Alginato.

Corrido de modelos para la realizacion de guardas oclusales.

© 0 N o O

Obtencion de modelos, marcaje y elaboracién de guarda en acetato blando
calibre 80.
10.Recorte de guarda oclusal superior e inferior.
11.Asignacion y explicacion del manejo del sistema a utilizar por el paciente.
12.Colocacion o administracion del sistema sobre guardas.
13.Colocacion de guardas en el paciente.
14. Monitoreo subsecuente del porcentaje de placa dentobacteriana utilizando el
indice de O"Leary.
Los voluntarios fueron tratados con el procedimiento descrito anteriormente,
recibiendo instrucciones de administrar una cantidad equivalente a 9 mg de CHX

contenida en una suspension de NCs por un periodo de 15 dias, aplicada cada
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tercer dia, una vez al dia. Cabe recalcar que la suspension fue aplicada a traves del
uso de guardas oclusales (protectores dentales) que soélo son utilizadas por el
paciente en el transcurso de la noche, cuando la actividad bacteriana es
incrementada y el movimiento mecanico y el flujo de saliva se ve disminuido. La
medicion del indice de O Leary muestra una disminucion en el porcentaje de placa
dentobacteriana como se observa en la Figura 49, que va de un 76% en la primera
semana de tratamiento, a un 26% al término de las tres semanas, al emplear NCs-
CAP-CHX, en comparacion con un 91 al 67.5% cuando es empleada una solucién
comercial al 0.2% de CHX y se administra una cantidad equivalente a 18 mg de
CHX en las mismas condiciones establecidas. Dichos resultados son consistentes
con la mejora fisica de las encias de los voluntarios ya que muestran una mejora
gradual al desinflamarse sus encias y disminuir la presencia de sangrado. Por otro
lado, fue posible observar la aceptacién del paciente a emplear el tratamiento, ya
que al aplicar la suspension de NCs no es necesario que la formulacién sea aplicada
varias veces al dia, ademas de que su administracion es nocturna y no interfiere en
la rutina diaria de los pacientes. Cabe mencionar que las guardas oclusales tenian
una consistencia suave que no causaba irritacion a la cavidad oral de los pacientes.
Se debe recalcar que la dosis administrada con el empleo de NCs es mucho menor
gue las dosis usualmente aplicadas con el uso de enjuagues bucales. Rodrigues et
al. (2007), evaluaron la respuesta clinica del tejido periodontal tras la aplicacion de
un sistema denominado Periochip, dicho sistema fue comparado con el método
tradicional de raspado y alisado radicular, demostrando una gran reduccién en la
profundidad de la bolsa periodontal y una mejora clinica, mediante el empleo de un
sistema de administracion de farmaco local en la bolsa periodontal (114). Kida
Dorota et al. (2019), demostraron la disminucion de la profundidad de la bolsa
periodontal y del sangrado después de la aplicacion clinica de matrices compuestas
de hidroxietilcelulosa cargadas con metronidazol (115). Por otro lado, un estudio
realizado por Beatriz, Norma et al. (2012) demostroé una reduccion del 26% en el
porcentaje de PDB después de 14 dias de tratamiento empleando un enjuague
bucal de CHX al 0.12% (116).
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Figura 49. Porcentaje de reduccion de la placa dentobacteriana tras el uso de
Nanocdpsulas cargadas con CHX o un enjuague oral conteniendo CHX al 0.2%.
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CONCLUSIONES

Los sistemas nanoparticulados, lldAmense NPs, NCs o NFs, ofrecen grandes
ventajas debido a que pueden ser incorporados diversos principios activos en ellos,
dependiendo de su método de elaboracion y a partir de diferentes materiales
formadores de la matriz se puede modificar su velocidad de liberacién, al ser

administrados de manera local o sistémica. De manera general se puede concluir:

1. Se optimizdé la técnica de electrospinning para la obtencion de NFs
poliméricas de CAP. Obteniéndose las mejores condiciones de proceso
cuando la HR est& por debajo del 30%, el voltaje es de 12.5kV, la velocidad
de inyeccién es de 10 ul /min y la distancia aguja-colector es de 15 cm.

2. Se analizaron las propiedades de la solucién polimérica en la obtencion de
NFs poliméricas de CAP, observandose que la conductividad, tension
superficial y viscosidad, varian cuando la concentracion de polimero, el tipo
de disolvente y la cantidad de principio activo es diferente.

3. Se desarrolld, optimizé y valido el método analitico para la cuantificacion de
CHX contenida en los nanosistemas (NFs, NCs, NPs) mediante HPLC.

4. NFs de CAP fueron obtenidas y caracterizadas fisicoquimicamente,
determinando su tamarfio, morfologia, EE, EP y comportamiento térmico. Las
NFs obtenidas mostraron una mejor EE cuando una baja cantidad de
principio activo es empleada, la cual llega hasta un 88,67%, con buenas EP,
ademas de que fue posible obtener NFs de didmetros nanométricos. Los
estudios de DSC mostraron que la introduccién de CHX en la formulacion
disminuye la temperatura de transicion vitrea del polimero y no se observa
ninguna interaccion farmaco-polimero.

5. Las pruebas de liberacion de CHX mostraron que las NFs-CAP-CHX se
ajustaron a los modelos Higuchi y Korsmeyer-Peppas, mostrando una
difusién Fickiana que depende del tiempo y que implica un proceso de
difusidén-erosion. Los resultados indican que estos nanosistemas podrian ser
de gran ayuda en el area odontologia, por ejemplo, para tratar la enfermedad
periodontal u otras afecciones de la cavidad oral ademas de posiblemente

tener aplicaciones como la regeneracion de tejidos.
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6. Se optimizé el método de emulsificacion-difusion, que permitio obtener
sistemas nanoparticulados (NCs, NPs) estables, con un rendimiento y una
EE de CHX adecuados.

7. Las NCs y NPs obtenidas fueron caracterizadas fisicoquimicamente en
cuanto tamano, potencial Z, EE, EP y comportamiento térmico, los resultados
obtenidos nos indican que estos sistemas son adecuados para ser
incorporados y utilizados como una formulacion novedosa, para el
tratamiento de la enfermedad periodontal.

8. Las NCs y NPs fueron adsorbidas en la superficie de hilos dentales,
demostrando su capacidad para penetrar y adherirse en espacios pequefios,
ademas dichos hilos podrian fungir como un dispositivo de administracion.

9. Se determind el mecanismo de liberacion de CHX a partir de NCs y NPs,
observan que la estructura matricial tiene influencia en la velocidad de
liberacién del principio activo ademas de ser afectada por el pH del medio,
ya que CAP es un polimero pH dependiente.

10.Se realizé una prueba clinica preliminar, aplicando dos diferentes sistemas
gue contienen CHX, con la finalidad de observar la efectividad del sistema
realizado, obteniéndose que el sistema que presenta mejores resultados en
base a la reduccion de la placa dentobacteriana, son las NCs, reduciendo la
presencia de placa en un periodo de 15 dias, aun siendo administrada en

una dosis menor a las comiunmente empleadas por los enjugues orales.
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ANEXOS

Anexo . Resultados de determinaciones de solubilidad de CHX en
diferentes medios y diametro promedio de NFs obtenidas a
partir de diferentes soluciones poliméricas a diferente
concentracion de polimero y cantidad de principio activo.

Tabla 1. Solubilidad de CHX en diferentes medios de disolucion.

Medio empleado Solubilidad + SD (mg/ml)
SBF pH 7 0.0519 + 0.0081
SBF pH 7 Tween 20 1% 0.0819 + 0.0022
SBF pH 7 Tween 20 2.5% 0.1357 £ 0.0006
SBF pH 7 Brij® 58 2.5% 2.3729 £ 0.3568

Tabla 2. Diametro promedio de NFs, sistemas que emplean como disolvente
Acetona:Etanol (1:1)(v/v).

Solucion polimérica Didmetro promedio = SD (hm)
Acetona:Etanol Velocidad 10 pl/min | Velocidad 20 pl/min
9% 237.87 £ 64.58 369.32 + 100.45
10 % 413.52 + 120.26
11 % 1067.21 + 324.46
12 % 955.18 + 188.28

12 -
10 -

99.99 199.99 299.99 399.99 49999 599.99 699.99 y
mayor...

O N B O
1

Diametro (nm)

Figura 1. Distribucion del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 9 %.
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Figura 2. Distribucion del didmetro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 10 %.
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Figura 3. Distribucién del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 11 %.
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Figura 4. Distribucion del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12 %.
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Tabla 3. Diametro promedio de NFs, sistemas que emplean como disolvente
Acetona:Metanol (1:1)(v/v).

Solucién Diametro promedio + SD
polimérica Velocidad 10 Velosidad 20
Acetona:Metanol pl/min p/min
9% 200.14 £ 60.04 226.39 £ 54.95
10 % 249.01 + 64.56
11% 466.14 + 181.06
12 % 443.95 + 136.56

o -] = o] o
|

99.99 199.99 299.99 399.99 499.99 y mayor...

Diametro (nm)

Figura 5. Distribucion del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 9 %.
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Figura 6. Distribucién del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 10 %.
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Figura 7. Distribucion del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 11 %.
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Figura 8. Distribucion del diametro promedio de NFs para el sistema
Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 12 %.
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Sistemas cargados con CHX

Tabla 4. Diametro promedio de NFs, sistemas que emplean como disolvente
Acetona:Etanol (1:1)(v/v).

Solucién polimérica Diametro promedio + SD (nm)
Acetona:Etanol 10 mg CHX 25 mg CHX
11 % 934.39 + 188.67 1049.52 + 349.39
12% 1050.31 + 201.28 990.56 + 98.94

35
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Diametro (nm)

Figura 9. Distribucion del didmetro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 11% y 10 mg de CHX.
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Figura 10. Distribucion del diametro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 11% y 25 mg de CHX.
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Figura 11. Distribucion del diametro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12% y 10 mg de CHX.
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Figura 12. Distribucion del diametro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Etanol (1:1)(v/v) al 12% y 25 mg de CHX.

ICEY T —



Tabla 5. Diametro promedio de NFs, sistemas que emplean como disolvente
Acetona:Metanol (1:1)(v/v).

Solucién polimérica
Acetona:Metanol

Diametro promedio £ SD (nm)

10 mg CHX

25 mg CHX

11%

257.86 + 153.57

306.60 + 73.07

12%

324.29 + 84.15

377.35 + 84.37

12

O N B O

Diametro (nm)

Figura 13. Distribucion del didmetro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 11% y 10 mg de CHX.
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Figura 14. Distribucion del diametro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 11% y 25 mg de CHX.
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Figura 15. Distribucion del didmetro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 12% y 10 mg de CHX.
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Figura 16. Distribucion del diametro promedio de NFs para sistemas que emplean
como disolvente Acetona:Metanol (1:1)(v/v) al 12% y 25 mg de CHX.
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Anexo 2.

Influencia de la concentracién de polimero y tipo de disolvente

sobre las propiedades de la solucion polimérica.

ANOVA para conductividad de soluciones poliméricas empleadas en la

formacion de NFs.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén-F |Valor-P
cuadrados medio

MAIN EFFECTS

A:concentracién de polimero [1470.43 7 210.062 14.17 0.0000

B:disolvente 5113.08 2 2556.54 172.41  [0.0000

RESIDUAL 919.361 62 |14.8284

TOTAL (CORRECTED) 7502.87 71

El Valor- P nos indica que si existe diferencia estadisticamente significativa en la conductividad de
la solucién polimérica cuando cambia la concentracién y el tipo de disolvente, con un nivel de

confianza del 95.0%.

ANOVA para tension superficial de soluciones poliméricas empleadas en la

formacién de NFs.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razén- F |Valor-P
cuadrados medio

MAIN EFFECTS

A:concentracion de polimero |14.4133 7 2.05905 66.00 0.0000

B:disolvente 11.1836 2 5.59181 179.25 0.0000

RESIDUAL 1.93417 62 10.0311962

TOTAL (CORRECTED) 27.5311 71

El Valor- P nos indica que si existe diferencia estadisticamente significativa en la tension superficial
de la solucién polimérica cuando cambia la concentracion y el tipo de disolvente, con un nivel de

confianza del 95.0%.

ANOVA para Viscosidad de soluciones poliméricas empleadas en la

formacién de NFs.

Fuente Suma de Gl |Cuadrado Razon- F |Valor-P
cuadrados medio

MAIN EFFECTS

A:concentracion de polimero  |92568.7 7 13224.1 32.79 0.0000

B:disolvente 14320.8 2 7160.42 17.75 0.0000

RESIDUAL 25006.9 62 |403.337

TOTAL (CORRECTED) 131896. 71

El Valor- P nos indica que si existe diferencia estadisticamente significativa en la viscosidad de la
solucién polimérica cuando cambia la concentracion y el tipo de disolvente, con un nivel de confianza

del 95.0%.
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Andlisis estadistico ANOVA, para el didmetro de NFs obtenidas a partir de
soluciones poliméricas Acetona:Etanol (1:1)(v/v) y Acetona: Metanol (1:1)(v/v),

diferente concentracion de polimero y cantidad de principio activo.

ANOVA para tamafio de NFs obtenidas a partir de soluciones poliméricas
Acetona:Etanol (1:1)(v/v).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
A: Concentracion de 575.04 1 574.04 0.08 0.8208
polimero

B: Cantidad de P.A 537.776 1 537.776 0.08 0.8264
Total error 6879.04 1 6879.04

Total (corr.) 7991.86 3

El Valor-P nos indica que no existe diferencia estadisticamente significativa en el tamafio de las NFs
cuando varia la concentracion de polimero y la cantidad de CHX en soluciones poliméricas que

emplean como disolvente Acetona:Etanol (1:1)(v/v), con un nivel de confianza del 95%.

ANOVA para tamafio de NFs obtenidas a partir de soluciones poliméricas
Acetona:Metanol (1:1)(v/v).

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Raz6n-F | Valor-P
A: Concentracion de 4704.59 1 4704.59 1008.36 | 0.0200
polimero

B: Cantidad de P.A 2590.81 1 2590.81 555.30 0.0270
Total error 4.6656 1 4.6656

Total (corr.) 7300.06 3

El Valor-P nos indica que si existe diferencia estadisticamente significativa en el tamafio de las NFs
cuando varia la concentracion de polimero y la cantidad de CHX en soluciones poliméricas que
emplean como disolvente Acetona:Metanol (1:1)(v/v), con un nivel de confianza del 95%.
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Anexo 3. Andlisis estadistico ANOVA, para el tamafio de particula,
potencial Z, Eficiencia de entrampamiento, Eficiencia de

proceso con respecto a la cantidad de principio activo en NCs.

ANOVA para tamafio de particula de NCs con diferente cantidad de CHX.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razén-F | Valor-P
Entre grupos 1965.78 2 982.889 0.83 0.4797
Intra grupos 7085.9 6 1180.98

Total (corr.) 9051.68 8

El Valor- P nos indica que no existe diferencia estadisticamente significativa para el tamafio de

particula con respecto a la cantidad de principio activo con un nivel de confianza del 95.0%.

ANOVA para potencial Z de NCs con diferente cantidad de CHX

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 116.487 2 58.2435 7.20 0.0254
Intra grupos 48.5364 6 8.0894

Total (corr.) 165.023 8

El Valor- P nos indica que si existe diferencia estadisticamente significativa para el potencial Z con

respecto a la cantidad de principio activo con un nivel de confianza del 95.0%.

ANOVA para eficiencia de entrampamiento de NCs con diferente cantidad de

CHX.
Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Razon-F | Valor-P
Entre grupos 33.845 2 16.9225 1.90 0.2296
Intra grupos 53.4659 6 8.91098
Total (corr.) 87.3108 8

El Valor- P nos indica que no existe diferencia estadisticamente significativa para la eficiencia de
entrampamiento con respecto a la cantidad de principio activo con un nivel de confianza del 95.0%.

ANOVA para eficiencia de proceso de NCs con diferente cantidad de CHX.

Fuente Suma de Cuadrados | Gl | Cuadrado medio | Raz6n-F | Valor-P
Entre grupos 386.719 2 193.359 167.37 0.0000
Intra grupos 6.9316 6 1.15527

Total (corr.) 393.65 8

El Valor- P nos indica que si existe diferencia estadisticamente significativa para la eficiencia de

proceso con respecto a la cantidad de principio activo con un nivel de confianza del 95.0%.
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Abstract: This work aimed to develop and evaluate pH-dependent systems based on nanospheres
(NSphs) and nanocapsules (NCs) loaded with chlorhexidine (CHX) base as a novel formulation for the
treatment of periodontal disease. Cellulose acetate phthalate (CAP) was employed as a pH-dependent
polymeric material. The NSphs and NCs were prepared using the emulsion-diffusion technique
and then characterized according to encapsulation efficiency (EE), size, zeta-potential, morphology,
thermal properties, release profiles and a preliminary clinical panel test. The formulations showed
77% and 61% EE and 57% and 84% process efficiency (PE), respectively. Both systems were spherical
with an average size of 250-300 nm. Differential scanning calorimetry (DSC) studies showed that the
drug has the potential to be dispersed molecularly in the NSph matrix or dissolved in the oily center
of the NCs. The CHX release test revealed that the release of NSphs-CHX follows Fickian diffusion
involving diffusion-erosion processes. The NCs showed a slower release than the NSphs, following
non-Fickian diffusion, which is indicative of anomalous transport. These nanosystems may, therefore,
be employed as novel formulations for treating periodontal disease, due to (1) their coverage of a
large surface area, (2) the controlled release of active substances at different pH, and (3) potential
gingival tissue infiltration.

Keywords: nanocapsules; nanospheres; periodontitis; eugenol; buccal drug delivery; chlorhexidine
base; cellulose acetate phthalate; pH-dependent polymeric

1. Introduction

Periodontal disease (PD) is one of the most important oral afflictions and is one that contributes to
the global burden of chronic disease. Because PD is highly prevalent worldwide it represents a major
public health problem in numerous countries. Like severe dental caries, PD is a major cause of tooth
loss, which directly affects people’s quality of life by lowering their functional capacity and self-esteem
and deteriorating social relationships [1]. Clinically speaking, PD is defined as an inflammatory
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condition of the gingiva and supporting tooth structures. Gingivitis and periodontitis are the most
common forms [2].

The most common commercial products used to treat PD are oral rinses. However, not even
extensive oral rinsing with antibacterial solutions reaches deep into subgingival tissues, while the high
dosages of antibiotics required to achieve therapeutic levels in the periodontal pocket can result in
unpleasant or even toxic adverse effects [3,4].

Various drug delivery systems for periodontal applications have been developed, including acrylic
strips, fibres, films, injectable system gels, intra-pocket strips, vesicular systems, and microparticle and
nanoparticle systems [5-8].

The drug candidate chosen for this study was chlorhexidine (CHX) base, which is widely used in
clinical dental practice as an antiseptic oral rinse due to its activity against a wide range of microbial
species. The CHX base (1,1’-hexamethylene-bis-5-(4-chlorophenyl) biguanide) is a symmetric molecule
with two ionisable guanidine moieties in the form of a solid white crystal (m.p. 132 °C, My 505.5).
The water solubility of the CHX base at 20 °C is 0.008% (w/v). The chemical structure of the CHX
base is depicted in Figure 1. Its pKa values are 2.2 and 10.3, which render it dicationic over the entire
range of physiological pH values [9-11]. This base is an antimicrobial agent often used in dentistry as
an antiplaque agent but it has also demonstrated good activity against a wide range of oral bacteria.
The CHX base is a drug of choice for treating periodontal disease because it prevents the development
of an oral environment conducive to periodontal diseases [12,13].

N N N
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Figure 1. Chemical structure of the chlorhexidine (CHX) base.

Currently, 0.2% CHX aqueous solutions have been shown to be moderately effective in treating PD.
Thus, there is growing interest in developing novel delivery systems that maintain the concentration
of CHX for long periods to help reduce the incidence of these diseases [14]. Several nanocarriers or
nanomaterials, such as liposomes, lipid, metal and polymeric nanoparticles, nanocrystals, dendrimers,
and nanofibers, have been proposed as treatment options for PD [15]. They all use nanocarriers (e.g.,
organic nanoparticles) as drug delivery devices and have often been recommended as a means of
meeting the specific requirements of the oral mucosa and enhancing conventional therapies by avoiding
dilution effects while increasing the infiltration and adherence of the nanoformulations [11,16].

Cellulose derivatives (cellulose ethers and esters) have played a strong supporting role during
the development of sustained, controlled-release oral dosages as (1) coatings capable of responding
to changes in the physiological environment, (2) semi-permeable membranes, and (3) hydrophobic
matrices that lower the dissolution rate of the active drug embedded in the matrix. Cellulose acetate
phthalate (CAP) was one of the earliest and most effective polymers used for pH-controlled release.
Its use continues today [17,18] because it resists prolonged contact with strongly acidic gastric fluid
but dissolves in a mildly acidic or neutral intestinal environment [19]. This polymer does not form a
gel in the presence of water but forms pH-sensitive and semi-permeable microporous systems. These
properties make CAP a suitable excipient for developing new drug delivery systems that are now
recognized as promising strategies for prolonging residence time and improving the specific localization
of systems. Hence, they can reduce dosage frequency in controlled release formulations [20].

An alternative antibacterial approach involves antibiotic synergists. In antimicrobial therapy,
synergism is used to describe the supra-additive activity of antibiotics when used in combination
with other compounds. Eugenol (4-allyl-2-methoxyphenol) was selected as the model substance to
form the oily core of the nanocapsule (NC) formulations prepared by the emulsification-diffusion
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method in order to potentiate the drug’s antimicrobial action and realize the synergistic, analgesic,
and anti-inflammatory effect of the eugenol. This substance is the principle chemical component
of clove oil derived from E. aromatic and has long been known for its analgesic, local anaesthetic,
anti-inflammatory, and antibacterial effects [21-26]. Used in the form of a paste or mixture as a
dental cement, filler, and restorative material, it belongs to the class of essential oils that are Generally
Recognized as Safe (GRAS) by the U.S. Food and Drug Administration (FDA). Eugenol acts primarily
by disrupting the cytoplasmic membrane [27,28] but its biological effects vary greatly depending
on concentration. Eugenol may have a beneficial effect at concentrations ranging from 1078 M to
1075 M (prostaglandin synthesis, nerve activity, and white blood cell chemotaxis inhibition) but can be
cytotoxic at concentrations >1073 M (cell death, cell growth, and respiratory inhibition) [29]. Today,
the development of innovative drug delivery systems focuses on designing multiple options, blocking
the adverse effects of drugs, and reducing dosage intervals.

Oral fluid can be considered the protective medium for all tissues of the oral cavity. It acts as a
buffer by maintaining a pH between 5.75 and 7.05. This fluid is composed mainly of water (99.5%),
organic compounds (0.3%), and inorganic and trace elements (0.2%) [30]. By contrast, the periodontal
microenvironment is more anaerobic and perfused by a plasma filtrate called gingival crevice fluid.
The growth of microorganisms in this microenvironment has been shown to cause periodontal disease.
Because the site of bacterial infection is usually inaccessible to agents present in the oral cavity,
antimicrobial agents administered there tend to be ineffective. Therefore, a local antibiotic agent loaded
in an intra-pocket delivery system promotes a high drug concentration in the gingival crevice fluid
that reduces adverse effects and provides such advantages as improving drug efficacy and patient
compliance [31].

Nanometer-sized systems have the potential to infiltrate easily into the periodontal pocket and
remain in the damaged tissue where they release the drug in a controlled manner [32]. PDs usually
involve diverse, complex mechanisms that require various molecules to achieve effective treatments.
Because the bacteria that cause periodontal tissue inflammation and destruction are present in every
stage of PD, treatment requires antimicrobials, antioxidants, antiresorptives, and anti-inflammatory
drugs. At present, some commercial products for treating PD include mouthwashes that are applied
daily, systemic antibiotics, and systems for the local delivery of bioactive agents [33].

The aim of the present study was to develop two nanoparticle systems—nanospheres and
nanocapsules—loaded with CHX base as novel formulations to improve treatment of PD by (1) enabling
the maintenance of therapeutic drug levels over long periods, (2) preventing relapses, (3) decreasing
the amount of drug needed to achieve the therapeutic effect, and (4) reducing treatment time. These
factors should also result in greater patient acceptance.

2. Materials and Methods

2.1. Materials

Cellulose acetate phthalate (MW 2534.1) was purchased from Vita Drug, Mexico. Eugenol oil
(>98%) was supplied by Dentalflux, Mexico. Poly(vinyl alcohol, PVA: Mowiol 4-88, molecular weight
~31,000) and chlorhexidine base were obtained from Sigma Aldrich (St Louis, MO, USA). HPLC-grade
methyl ethyl ketone, methanol, ethanol, and acetonitrile were purchased from Productos Quimicos
Monterrey, S.A. de C.V. (Nuevo Ledn, Mexico). Distilled water was obtained from a RiOs™ distiller
(EMD, Millipore®, Billerica, MA, USA). All other reagents were of at least analytical grade and used
without further purification.

2.2. Preparation of Nanospheres and Nanocapsules by the Emulsification Diffusion Technique

The CAP nanospheres and nanocapsules loaded or unloaded with CHX (CHX-CAP-NSphs/
CHX-CAP-NCs) were prepared using an emulsification-diffusion technique adapted from one described
previously [11,34]. Briefly, the organic solvent (methyl ethyl ketone) and water were mutually saturated
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for at least 20 min before use to ensure the initial mass equilibrium of both liquids. For the NC
formulations, 200 mg of the pH-dependent polymer (CAP), 365 mg of eugenol oil, and the amount
of CHX indicated for each formulation were dissolved in 20 mL of water-saturated organic solvent.
This organic solution was emulsified with 40 mL of organic solvent-saturated aqueous solution at 5%
(w/v) of PVA using a stirrer (Caframo RZR-1, Staufen, Germany) at 1,700 rpm for 10 min. The resulting
mixed phase immediately turned milky with a bluish opalescence (i.e., the Tyndall effect) due to
the instantaneous formation of nanocapsules, according to the formulation (Table 1). The excess of
organic solvent was eliminated from the raw nanocapsule suspensions by vacuum steam distillation at
30 °C and 30 rpm using a Laborata 4000 efficient (Heidolph® Instruments GMBH &Co., Schwabach,
Germany). Next, the nanocapsules were isolated by centrifugation (Optima® LE-80, Beckman Coulter,
Inc., Fullerton, CA, USA) at 12,000 rpm and 15 °C for 40 min, followed by three washes with distilled
water under the same conditions to remove the excess PVA adsorbed on the nanosystems” surface.
Finally, the systems were resuspended in a minimal volume of distilled water. This optimized procedure
and formulation were also used to obtain the nanospheres (NSphs), though this operation does not
require including eugenol in the formulation.

Table 1. Proposed formulations for preparing chlorhexidine cellulose acetate phthalate nanocapsules
(CHX-CAP-NCs) and CHX CAP nanospheres (CHX-CAP-NSphs). Legend: PVA, polyvinyl alcohol.

i NCs NSphs
Material
Formulation A  Formulation B Formulation C Formulation
Polymer (CAP) (mg) 200 200 200 200
Qil (eugenol) (mg) 365 365 365 -*
Drug (CHX) (mg) 10 20 30 10
External phase solvent (PVA 5%) (mL) 40 40 40 40
Inners phase solvent (MEC **) (mL) 20 20 20 20

* For this formulation eugenol oil is not necessary. ** MEC (Methyl Ethyl Ketone).

2.3. Physicochemical Characterization of the Cellulose Acetate Phthalate (CAP)-Nanospheres (NSphs)/CAP-
Nanocapsules (NCs)

2.3.1. Particle Size Measurement and Surface Charge

The particle size of each prepared sample was analysed with a Dynamic Light-Scattering System
(Zetasizer® Nano ZS, Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK). Samples of the nanosystems
were suspended, diluted appropriately with Milli-Q® quality ultrapure water (Millipore Corporation,
Bedford, MA, USA) to achieve the appropriate particle concentration for measurement (1 = 3). Analysis
was performed at a scattering angle of 90° for 180 s at 25 °C. Z-potential was also determined with the
aforementioned Zetasizer® Nano ZS but by utilising a capillary bending cell with 150 V of electric
current and after diluting the samples with deionized water. Measurements were made in triplicate at
25°C.

2.3.2. Scanning Electron Microscopy

SEM was used to examine the surface morphology of the CAP NSphs and NCs loaded with CHX
(CHX-CAP-NSphs/CHX-CAP-NCs). A droplet of each sample was spread on a glass surface, left to dry,
and then mounted on stubs and shadowed in a cathodic evaporator with a gold layer (~20 nm) using a
JFG-1100 Sputter Coater (JEOL, Tokyo, Japan). The samples were observed under a scanning electron
microscope (LV-SEM JSM-5600, JEOL, Tokyo, Japan) at 15-25 kV electron acceleration voltage and a
pressure of 12-20 Pa in the specimen chamber. To evaluate the potential infiltration of the nanoparticles
into the gingival pocket, unwaxed nylon-dental floss (Superfloss™ Oral-B® Belmont, CA, USA) was
immersed in a 5% (w/v) suspension of CHX-CAP-NSphs/CHX-CAP-NCs, dried at room temperature,
and characterized by SEM.
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2.3.3. Stabilizer Quantification

The residual amount of PVA on the nanoparticles was determined in triplicate by a colorimetric
method. Considering that PVA in solution forms stable complexes with iodine in the presence
of boric acid, the method employed was as follows: approximately 5-10 mg of the nanosystems
(CHX-CAP-NSphs/CHX-CAP-NCs) were digested in 5 mL of methyl ethyl ketone for 48 h. The solvent
was then evaporated, the suspension was filtered in a 0.22 um Millipore® mesh, and the volume
was adjusted to 10 mL with water (Solution A). Next, 2 mL of a 0.65-M boric acid solution and 1 mL
of an iodine solution (0.05 M iodine and 0.15 M potassium iodine in water) were added to 5 mL of
Solution A. The absorbance of the resulting samples was measured at 640 nm in a Varian Cary® 50
UV-vis spectrophotometer (Walnut Creek, CA, USA) using as the target a solution of 5 mL of water
with 2 mL of boric acid solution (0.65 M) and 1 mL of iodine solution (0.05 M iodine and 0.15 M
potassium iodine) [35]. The calibration curve for PVA quantification was linear over the 5-50 pug/mL
range (2 = 0.9999).

2.3.4. Determination of Encapsulation Efficiency and Chlorhexidine Loading Capacity

The entrapment efficiency (EE) refers to the amount of drug that can being entrapped or
encapsulated with respect to the initial amount of drug in the formulation (Equation (1)). The loading
capacity refers to the amount of drug that is contained in the nanosystems with respect to the total
amount of nanosystems obtained (Equation (2)). Process efficiency (PE) refers to the amount of
nanosystems (NCs or NSphs) that can be obtained with respect to the initial amount of materials
present in the formulation (Equation (3)). Equations (1)—(3) were used to evaluate the EE, drug-loading
capacity, and PE.

Amount of drug loaded

Entrapment or encapsulation ef ficiency = x 100 (1)

Initial amount of drug

Amount of drug in nanosystems
f amig Y 100 @

Loading capacity = -
8 APAY = Total amount o f nanosystems obtained

Total amount of nanosystems obtained

Process ef ficiency = x 100 3

Initial amount of materials in formulation

The NCs were prepared with different amounts of the active ingredient (10, 20, and 30 mg) but
the same amount of eugenol oil: 365 mg (Table 1). The CHX content in the CHX-CAP-NCs was then
determined. Briefly, 10 mg of CHX-CAP-NC powder was dissolved in 5 mL of methyl ethyl ketone
and 4 mL of NaOH [0.1M] was added to achieve the total dissolution of the CAP and release the
encapsulated CHX. The organic and aqueous phases were separated and dried at room temperature
and the solid residue was re-suspended in 10 mL of methanol. A sample of this solution was filtered in
a 0.22-um Millipore® mesh and analysed by HPLC to determine the amount of encapsulated drug.
The same procedure was employed for the CHX-CAP-NSphs according to the best formulation.

2.3.5. Quantitative Determination of the Chlorhexidine Base

The CHX base was quantified by reversed phase adsorption chromatography using a LiChropher®
100 RP-18, 5 pm (125 mm x 4 mm) HPLC cartridge (Merck, Darmstad, Germany) on a Varian ProStar
HPLC system (Chromatography Systems, San, CA, USA). This device was equipped with a pump
(model PS 210), autosampler (model PS 400), and multi-wavelength UV-visible detector (model PS
320) connected to a PC interface. Elution was carried out under isocratic conditions using a mixture
of acetonitrile and 30 mM of sodium acetate buffer as the mobile phase (35:65) adjusted to pH 3.3
with acetic acid (96%) at 0.5% of triethylamine. The sample volume injected was 20 pL. Detection
was performed at 260 nm and a flow rate of 1 mL/min. The linear calibration curve for CHX was
established in a range of 10-80 pg/mL. The retention time for the CHX was approximately 3.5 min.
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Chromatograms were analysed with a Galaxy Software package following a method adapted from
H. Lboutounne et al. [11].

2.3.6. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

DSC was used to characterize the thermal properties of the components in the optimized
formulations, i.e., unloaded CAP-NCs and CHX-CAP-NCs. The samples were weighed (3-5 mg)
directly in hermetic aluminium pans and scanned in a temperature range of 0400 °C at a heating
rate of 10 °C/min under a nitrogen flux of 50 mL/min utilizing a previously calibrated and adjusted
calorimeter (DSC Q10, TA Instruments, New Castle, DE, USA).

2.4. In Vitro Drug Release Study

The method used was adapted from the one described by Silvana Gjoseva et al. [36]. Briefly,
drug release studies were performed under sink conditions using an amount equivalent to 1 mg of
CHX for each dry nanosystem (NSph or NCs). This was suspended in 20 mL of phosphate buffer
solution at pH 7 and 2.5% Brij®58 (SBF pH 7) and then placed in closed thermostatic test tubes at
37 °C using an agitated water bath at 50 rpm. The dissolution conditions simulated the pH and ionic
strength of saliva/gingival fluid (pH 7 and 75 mmol/L, respectively). At various predetermined time
intervals (NSphs, 0-20 min; NCs, 0-100 min), a 2 mL aliquot of the release medium was removed
and replaced with fresh SBF at pH 7. The amount of CHX released was determined using the HPLC
method described above. The data obtained were fitted using Higuchi and Korsmeyer-Peppas models
to ascertain the transport mechanism, release type, and drug release kinetics.

2.5. Statistical Analyses

An analysis of variance (ANOVA) with between-means comparisons using a t-students test at
a significance level of 0.05 was used to evaluate the influence of the amount of drug on particle
size, Z-potential, encapsulation efficiency, and process efficiency. Another analysis of variance was
performed using STATGRAPHICS® Centurion XVI software 16" (Statpoint Technologies, INC).

2.6. Panel Test

Healthy volunteers with periodontal disease were diagnosed and invited to participate in the
study. Research was conducted following the principles on experimentation involving human
subjects outlined in the Helsinki Declaration. This project was registered with the Postgraduate and
Investigation Division of the Facultad de Estudios Superiores Zaragoza UNAM (approval number
FESZ-RP/17-118-005) and accepted by Investigation, Ethics, and Biosafety Committees of health center
TII Manuel Gutiérrez Zavala of Mexico City (ID MGZ-2017-085, 16 September 2017) A panel test
(n = 6) was evaluated using CHX-CAP-NCs versus a group treated with an approach that included
a mouthwash (1 = 6). The procedure was explained to the participants prior to performance. After
receiving their authorization in the form of a signed informed consent report in which they agreed to
follow the treatment indications, an odontoxesis process was carried out that involved periodontal
probing and removal of the supragingival calculus before the O’Leary index was applied to determine
the presence of dentobacterial plaque (PDB). To evaluate the index, the patient received a revealing
pill which dissolved in the mouth and stained surfaces containing PDB, as a result of which areas
were visually pigmented and recorded on a registration form, where each tooth was divided into four
sectors (mesial, vestibular, distal, and lingual faces). To determine the final score (average), the total
number of faces with plaque was added and this number divided by the number of faces present in
the mouth and multiplied by 100; this score can be compared [37-39]. This procedure was finalized
with a prophylaxis treatment, after which a dispersion of CHX-CAP-NCs in amounts equivalent to
9 mg of CHX was applied every third day for 15 days in the form of soft acetate protectors placed
on the patients’ gums. System effectiveness was monitored by the control of microbial plaques using
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the O’Leary index as an indicator of the reduction of microbial plaque and for comparison with the
untreated group.

3. Results and Discussion

3.1. Physicochemical Characterization of the CAP-NSphs/CAP-NCs

Table 2 shows the particle size of the nanosystems. All batches had sizes below 500 nm. It is
important to emphasize that the CAP nanocapsules functionalized with eugenol and CHX had sizes
60% and 79% greater than the control nanospheres, while the nanospheres loaded with CHX-CAP
showed an increase of only 37% with respect to the controls. This indicates that 33-42% of the
increase in particle size is attributable to the presence of eugenol oil, which was incorporated into
the nanocapsule formation by the emulsification diffusion method due to its synergetic effect with
CHX [40,41]. Pifon Segundo et al. (2005) found that nanoencapsulation of triclosan using CAP
generated sizes of 192-235 nm, which increased with higher amounts of triclosan [32]. We hypothesize
that the increase in particle size can also be attributed to the presence of eugenol oil in the nanocapsule
entities and the molecule size of CHX. In addition, the presence of OH- groups allows the system
to stabilize by forming bound hemiacetals [42]. In the NCs, the change in the CHX concentration
from 10 to 20 mg increased particle size and slightly increased the polydispersity index at 30 mg. The
differences between the NSphs and NCs may be attributable to the effect of the oil on the interfacial
behaviour during the formation process (diffusion-stranding mechanism), since this increased the
aggregation of the proto-nanoparticles due to a larger diffusion layer. When the amount of CHX in
the formulation increased, the particle size also increased slightly, as did the polydispersity index,
indicating that the amount of drug (10-30mg) did not have a significant effect on nanocapsule size (p
value 0.4797).

Table 2. Results of the physicochemical characterization of the control, CHX-CAP-NC, and
CHX-CAP-NSph batches.

. . Z-Potential  Process Efficiency Entrapment
*
Formulation Amountof CHX (mg)  Size + SD (nm) PI*+SD +SD (mV) + SD (%) Efficiency = SD (%)
Control == 180.6 + 0.70 - -10.83 +0.77 - -
10 290.65 + 15.70 014£0.02  -20.16 +2.64 84.30 +0.74 61.93 +4.28
NCs 20 324.46 + 55.46 0238 £0.02 -18.77 +3.46 72.00 + 1.66 64.49 + 0.80
30 296.35 + 39.00 0.291 +0.05 -18.71+5.21 69.25 +0.43 59.88 +2.77
NSphs 10 247.60 + 9.61 0.242+0.01 -20.35+1.91 5717 £1.23 77.36 + 0.62

* PI (Polydispersity Index).

The Z-potential measures the degree of repulsion between adjacent, similarly charged particles in
a dispersion. In general, when this potential is relatively low, attraction exceeds repulsion and the
dispersion will flocculate [43]. The =20 mV (Table 2) Z-potential of all our CHX-loaded batches suggests
that the nanosystems are stable in dispersion due to their negatively charged surfaces. The residual
amount of PVA was less than 5% in all batches. This amount suffices to give the nanocapsule dispersion
good stability. It is well-known that this PVA concentration adsorbed on the surface of nanoparticles
prevents aggregation by steric repulsion as it forms a stable, strongly-attached thick layer [31,34].
The CHX load, by contrast, has an electric charge that contributes to increasing the Z-potential by
approximately 10 mV. This behaviour may indicate that the drug is entrapped inside the nanoparticles.

The spherical shape of the drug-loaded NCs and NSphs was confirmed by SEM (Figure 2a,b).
SEM micrographs confirm the sub-micronic size and show that both nanosystems have smooth
homogeneous surfaces with no evidence of CHX crystals.

To show the infiltration capability of these nanosystems, the NSphs and NCs were infiltrated in
dental floss by immersion in a 5% (w/v) suspension of each nanosystem. After immersion for 24 h,
the amount absorbed of nanosystems corresponded to 5.8 mg for NCs and 2.8 mg for NSphs. Figure 2¢,d
illustrate that both nanosystems were retained in the small spaces of the threads of the dental floss,
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afinding indicative of their potential to infiltrate and be absorbed on surfaces. More specifically, the small
size of these systems allowed them to infiltrate the periodontal pocket when applied in suspension,
so flosses loaded with nanoparticles could be another means of administering CHX-CAP-NCs.

-
25kU "xzta.-@a’fa" 1pam
»

Figure 2. (a) Micrographs of CHX-CAP-NCs; (b) CHX-CAP-NSphs; and (c¢) CHX-CAP-NCs adsorbed
on the surface of dental floss, and (d) CHX-CAP-NSphs adsorbed on the dental floss surface.

Table 2 shows that process efficiency varied with the amount of CHX in the range 69-84%. A high
amount of the active ingredient decreased process efficiency because more CHX increased aggregation
of the polymer chains. Also, it seems that CHX decreased stabilizer efficiency [44]. For all batches
of NCs prepared with different amounts of drug, results show a statistically significant difference in
process efficiency at a significance level of 95 (p value = 0.01). Possibly, the efficiency of process in
batches of NCs loaded with 10 mg of CHX is greater than batches of NSphs with the same amount of
CHX due to the presence of eugenol oil where the CHX was dissolved prior to addition in polymer
solution, so the aggregation of the polymer chains is much smaller, giving greater efficiency in the
process (84.30%). It has been proposed that the presence of eugenol promotes the formation of a
defined interface of nanoil/medium (nanoemulsion) where the polymer coacervate forms a thin film
around it. By contrast, NSph formation depends on the polymer aggregation and functionality of
the stabilizer to prevent the protonanoparticles coalescence which is more influenced by the CHX
presence (process efficiency 57.17%) [45]. The encapsulation efficiency of the CHX in the CAP-NCs was
approximately 60%. This behavior can be explained because during its formation process it was not
possible to encapsulate the total amount of oil present in the formulation, meaning that part of the drug
dissolved in the non-encapsulated oil was lost. In these batches the loss of drug into the continuous
phase is constant to the conditions of work. On the other hand, in the formation of NSphs it is possible
to obtain high entrapment efficiencies (77%) because the drug is mixed directly with the polymer
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matrix and only a small quantity of CHX is not entrapped into the polymer chains. Similar results
have been reported by Lboutounne et al., who encapsulated a CHX base in polymeric nanocapsules
with poly(e-caprolactone) as the polymer and Labrafac hydrophile® WL 1219 as the oil [11].

It has been noted that it is difficult to achieve high encapsulation and process efficiency because
the process involved requires several purification stages that could allow drug release and loss
before nanocapsule formation. In this regard, and considering the volatility of eugenol, the final
amount of this oil that remained in the CHX-CAP-NCs post-processing was determined by the HPLC
method described above, which found a loss of approximately 90% with respect to the initial amount.
Ying Shao et al. have reported an EE of eugenol in eugenol-chitosan nanoemulsions of around 11.61%
when prepared by ultrasonic treatment employing a chitosan-acetic acid solution containing 1 wt/v%
Tween 20 at ratios of chitosan-to-eugenol of 1:1 [23]. This quantity, however, is considered sufficient
to contribute to the therapeutic effect, since concentrations of 1078 to 10~ M have been reported as
effective in periodontal treatment [29,46]. It is important to point out that when combined with some
antibiotics eugenol has a synergistic impact that increases the antibiotic’s therapeutic effect [27,47].
On this topic, Hanene Miladi et al. have reported a synergistic effect of eugenol oil and tetracycline
with a reduction rate ranging from two-to-eight-fold in the minimal inhibitory concentration [48].

The loading capacities for the batches of NCs were 2.72% for the lowest (10 mg), 5.44% for the
medium (20 mg), and 7.65% for the highest concentration (30 mg). Thus, the CHX in CAP-NCs does
not show a statistically significant influence on size, though it does determine loading capacity and
process efficiency.

DSC studies were performed to understand the relations among the ingredients of the formulations.
Thermograms of free CHX as well as the polymer, stabilizer, unloaded NCs, loaded NCs, and the
physical mixture were obtained to define the physical state of the drug and the polymer in the NCs,
and to detect drug-polymer interactions. NCs were used as a model system because their elaboration
requires most of the components used in nanospheres. Figure 3 shows the melting endotherm of the
pure CHX base at 135.65 °C, followed by its degradation. The physical mixture shows a broad peak
between the melting temperatures of eugenol oil and CHX corresponding to the interaction of two
substances. The decrease in the endothermic peak of CHX base in this physical mixture could be
attributed to a dilution effect. In addition, Figure 3e shows slight endothermic changes that indicate
the presence of PVA and CAP. In the case of the CHX incorporated into the CAP-NCs (Figure 3f),
the endothermic peak characteristic of the melting point of CHX was not observed at all concentrations
assayed. This behavior suggests that CHX dissolves into the eugenol encapsulated in a polymeric
membrane composed of the polymer. One particularly important observation is the absence of the
crystalline peak of the CAP in the CHX-CAP-NCs, which suggests that CHX and eugenol may act as
plasticizers of the polymer.
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Figure 3. Thermograms of individual excipients, the physical mixture, and CHX-CAP-NCs.
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3.2. In Vitro Drug Release Study

Figures 4 and 5 show the release profiles of CHX for the CHX-CAP-NSphs and CHX-CAP-NCs,
respectively. A rapid release of CHX is evidenced for both systems. Complete release was obtained
within 15 min for the CHX-CAP-NSphs and 80 min for the CHX-CAP-NCs at pH 7 in a phosphate
buffer solution with Brij® 58 2.5% added. This difference can be attributed to the architecture of the
nanosystems, as NSphs have a matrix structure while the structure of NCs is capsular. A matrix
system usually releases through diffusion, whereas a capsular system can release by either diffusion
through the membrane or breaking the capsule. It is to be expected that similar behavior may occur
under in vivo conditions. This drug is in class II of the biopharmaceutics drug classification, which
means that dissolution is the limiting factor, as we simulated in the in vitro test. Class II drugs have an
expected in vitro-in vivo correlation that allows a good prediction of formulation performance in vivo
based on in vitro drug release profile studies [49,50].

Mt/Me=
g

o
rS
)

8 10 12 14 16
t(min)

Figure 4. Release profile of CHX from NSphs.
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Figure 5. Release profile of CHX from NCs.

Conventional pharmaceutical forms used to treat periodontal disease generally require several
applications throughout the day due to the rapid elimination of the drug from the site. Indeed, only
shorter intervals between administrations can ensure a local pharmacological effect [51], but these
additional applications come at the cost of the patient’s comfort and can affect treatment compliance.
The systems proposed herein can improve retention in the periodontal pocket, meaning fewer
administrations and a high therapeutic effect can be projected. Because CHX-CAP-NSphs and
CHX-CAP-NCs are pH-dependent systems, rapid drug release is expected in cases of chronic periodontal
disease because the pH of the crevice fluid promotes the rapid dissolution of the CAP polymer. This
occurs because the environment tends to become acidic during infection due to the combined actions
of bacterial metabolism and the host’s immune response [14,52].

The results of the mathematical modelling of the invitro release results are shown in
Table 3. To determine whether CHX transport is based on Fickian or non-Fickian diffusion,
the Korsmeyer-Peppas and Higuchi models were used. In both cases—i.e., nanospheres and
nanocapsules—the Korsmeyer-Peppas model presented a satisfactory fit. This semi-empirical model
was developed explicitly for polymeric matrices and is used to elucidate the release mechanism
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because of its ability to differentiate between, and then categorize, distinct geometrical systems by
interpreting their exponents (). In the present case, the geometrical systems had a spherical tendency,
which theoretically means values for an n = 0.5 slab for Fickian diffusion and higher values of n, i.e.,
between 0.5 and 1, or n = 1, for mass transfer under non-Fickian diffusion [53,54].

Table 3. Correlation coefficients and constants of the kinetic models, Peppas equation, and Higuchi
model used to determine the transport mechanism, release type, and kinetics of drug release from
nanospheres and nanocapsules.

Korsmeyer-Peppas Model Higuchi Model
Nanosystem
72 n 2 Ky (mgminll 2)
NSphs 0.913 0.471 0.890 0.2402
NCs 0.9464 0.6083 0.9343 0.1313

The CHX-CAP-NSphs showed a rapid release of the total amount of CHX at 15 min. This adjusted
to the Korsmeyer-Peppas model by showing a determination coefficient of 0.913, a diffusion exponent
(n) equal to 0.471 and Ky = 0.2402 mg/min'/2. These results indicate that the release of CHX followed
Fickian diffusion that involved diffusion-erosion processes due to CHX’s molecular diffusion from the
matrix of NSphs as a consequence of its chemical gradient and relaxation of CAP’s polymer chains.
The CHX-CAP-NCs had a slower release than the NSphs as they had liberated the total amount of
drug at 80 min, with a diffusion exponent of = 0.6083 and a delivery release of Ky = 0.1313 mg/min*/2.
Thus, the NCs had non-Fickian diffusion; that is, an anomalous transport. We hypothesize that this
behavior may occur because the eugenol oil acts as a plasticizing agent of the CAP polymer that likely
delays drug release in the pH = 7 Brig®58 2.5% buffer solution. This would also relax the CAP’s
polymer chains that form the nanocapsule membrane to allow drug diffusion towards the medium to a
point where this becomes completely eroded and the total amount of the drug can be released.

Comparing the results obtained from both nanosystems allows us to affirm that Fickian diffusion
would provide the most predominant release mechanism, though it is important to note that changes in
the pH of the release medium can delay the release time of the total amount of drug. This property could
permit prolonged release over long periods because the pH of the crevicular fluid in the periodontal
pocket changes from around 5 in normal conditions to 7 as PD progresses due to inflammation and
the accumulation of bacteria. The NCs that contained eugenol oil probably acted first to reduce
tissue inflammation and the pH of the medium thanks to their anti-inflammatory and antimicrobial
properties. As the pH of the medium (i.e., the crevicular fluid in the periodontal pocket) decreased,
the nanocapsules are able to lower their release rate because the CAP polymer becomes less soluble
at acid pH. The decrease in the pH of the medium results from an improvement in the stage of PD.
In the case of severe and chronic periodontal disease, the pH of the periodontal pocket that contains
the crevicular fluid is slightly basic, i.e., close to 7, but as the presence of bacteria decreases the stage of
the disease improves until the inflammation and other characteristic discomforts disappear. It is at
that point that the pH of the periodontal pocket changes from slightly basic to slightly acidic, so we
would expect that this decrease in the pH of the periodontal pocket medium, where the NSphs and
NCs infiltrated and are deposited, will retard drug release from nanosystems formulated with the CAP
polymer. The nanoparticle infiltration has been documented by our group (Ganem-Quintanar, 1997)
using confocal laser scanning microscopy. Thus, when NPs are gently applied to the porcine gingival
sucular space they are able to penetrate into the junctional epithelium. These results suggest that NPs
can provide a potential intrapocket carrier system for delivery of active substances to the periodontal
pocket [55].

3.3. Panel Test

Figure 6 presents the clinical evolution of patients with periodontitis, which is characterized by
inflammation of the gums and accumulation of the supragingival calculus even with no movement of
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the dental pieces. The patients were treated with the procedure outlined above, receiving instructions
to administer the equivalent of 9 mg of the CHX contained in the NC dispersion every third day for
15 days. The treatment was applied to buccal protectors that were used only at night, when bacterial
activity is highest. The O’Leary index of dentobacterial activity showed a decrease in plaque, as seen
in in Figure 6, which ranged from 76-26% using CHX-CAP-NCs and 91-67.5% using a commercial
product (mouthwash). This finding is corroborated by the patients that show a gradual decrease in
gum inflammation. It was also possible to confirm that patient compliance was acceptable, since this
treatment does not require several applications per day, but only one nocturnal application. Thus,
patients can carry out their normal daily activities without the bother of a protector. Finally, these
systems have a soft consistency that does not irritate the oral cavity. It is important to mention also that
the dose administered is lower than the one usually applied in commercial formulations. Rodrigues et.
al. have evaluated the clinical response of periodontal tissue to the application of PerioChip compared
to scaling and root planning (SRP) and identified a greater reduction in pocket depth and clinical
attachment gain when local drugs were used in deep pockets [56]. Dorota et. al. have demonstrated the
decrease in periodontal pocket depth and bleeding after clinical application of hydroxyethyl cellulose
matrices loaded with metronidazole [57]. A study carried out by Norma et. al. showed a 26% reduction
in dentobacterial plaque after a 14 day treatment using a 0.12% CHX mouthwash [58].

1 J 2

Week 1 Week 2 Week 3
Treatment time

120

100

% Reduction
N &5 a -]
o o o o

(=)

ENCs EMouthwash

Figure 6. Change in dentobacterial plaque of CHX CAP-NCs versus a commercial mouthwash.
4. Conclusions

The emulsification-diffusion technique used in this work allowed the preparation of two
systems—CHX-CAP-NSphs and CHX-CAP-NCs—that can be applied as local drug delivery systems
in the oral cavity. More specifically, they can infiltrate, or be administered into, the periodontal pocket.
The NCs showed the best entrapment efficiency at 84.30%. DSC showed that introducing CHX into
CHX-CAP-NC systems decreases the glass transition temperature of the polymer. The CHX release test
showed that the CHX-CAP-NSphs and CHX-CAP-NCs adjusted to the Higuchi and Korsmeyer-Peppas
models and so correspond to Fickian diffusion that is dependent on time in the case of NSphs, and
non-Fickian diffusion (anomalous transport) in that of the NCs, perhaps because eugenol oil acts as a
polymer plasticizer. Both processes involve diffusion-erosion processes. These results indicate that
CHX-CAP-NSphs and CHX-CAP-NCs could be of great help in treating periodontal disease because
they affect a larger surface area and have both controlled release and potential tissue infiltration.
In addition, eugenol could potentiate the antibacterial effect of CHX and exert a synergistic effect that
takes advantage of its analgesic and anti-inflammatory properties.

Applying CHX-CAP-NCs reduced the dentobacterial plaque index by 65.78%, in contrast to a
commercial mouthwash, which reduced this index by only 25.8%. Therefore, we can suggest that
nanoparticulate systems allow much greater infiltration into the subgingival tissue (periodontal pocket)
because they cover a greater surface area and so reduce both the therapeutic dosage and treatment time.
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