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L INTRODUCCION

El termino nanoparticulas es usado como un nombre comin para describir tanto a las nanoesferas
y las nanocapsulas que se diferencian en su morfologia y arquitectura. Las nanoesferas son
formadas por una matriz polimérica densa, mientras que las nanocapsulas estan compuestas por
un nicleo oleoso rodeado por una membrana polimérica, Fig.1. Las nanoparticulas muestran
grandes ventajas en comparacion con ofros materiales induyendo los sistemas coloides utilizados
en el campo odontolégico, entre las cuales se incluyen; i) buena estabilidad en fluidos biologicos y
durante su almacenamiento, ii) facil preparacion y existen muchas técnicas para elaborarias, iii)
faciles de escalar a nivel industrial, iv) buena reproducibilidad entre lotes, v) pueden tener
liberacién controlada del principio activo. Las nanoparticulas también poseen la caracteristica de
poder encapsular y entregar la sustancia acfiva en el érgano blanco o sitio espedifico (por ejemplo
saco dentogingival) y también son conocidas como sistemas vectoridles o acameadores. En
general, para la preparacion de las nanoparticulas es preferible partir de materiales preformados,
especialmente cuando se trata de polimeros. La técnica de preparacion consiste basicamente en
dispersar una solucién organica del polimero dentro de una solucion acuosa, la cual contiene un
estabilizante lo que resultara en la obtencion de una nanoemulsion y que por remocion del exceso
del disolvente formara las nanoparticulas. Los métodos de preparacion de nanoparticulas con un
alto potencial en odontologia a partir de polimeros preformados pueden ser clasificados dentro de
cinco categorias: i) emulsificacion evaporacion, fi) “salting-out” i), desplazamiento de disolvente, iv)
emulsificacion difusion, y v) “spray-drying” [1]. Uno de los principales problemas con estas técnicas
es su baja eficiencia de encapsulacion de materiales solubles en agua.
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Fig. 1 Representacion esquematica y micrografias de nanoparticulas. (A) Nanocapsulas (B) Nanoesferas
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caracterizacion de [2]. Estos mélodos incluyen diferentes técnicas para la
caracterizacion de las particulas y su distribucion. Algunos de ellas estan basados en dispersion de
la luz, otros aplican ultrasonido, como la espectroscopia de atenuacion de ultrasonido para probar
nanodispersiones concentradas y microemuisiones. Existen también técnicas para caracterizar la
superficie de las nanoparticulas en solucién en cuanto a la carga o potencial zeta. Estos datos son
de gran utilidad para predecir la estabilidad del sistema y prevenir su agregacion o floculacion.
Dentro de estos métodos podemos encontrar a la microelectroforesis, dispersion de la Iuz
eleciroforélica y eleciroacistica. Las nanoparticulas suelen comportarse de manera diferente a
ofras nanoparticulas a pesar de tener un tamario similar. Por ello es necesario el desarrollo de
enfoques especializados con la finalidad de probar y monitorear sus efectos sobre la salud humana
y el medio ambiente [3].
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1.1. APLICACIONES ODONTOLOGICAS DE LAS NANOPARTICULAS

La nanotecnologia es un campo emergente con un gran potencial para generar herramientas
clinicas tecnolégicamente 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 [4]. La
nanotecnologia ha sido aplicada en odontologia desde 1970 con el comienzo de la era de los
microfilis. La Nanoodontologia hard posible e mantenimiento de la salud bucal empleando
nanobiomateriales [5, 6]. Actuamente los nanomateriales, son materiales con unidades
estructurales basicas, granos, 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,
Wywemmmmmm
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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 [8].

Las nanoparticulas han sido propuesias como sistemas acarreadores de fammacos para
tratamiento de caries o restauracion, remineralizacion de dientes, hipersensibilidad en los dientes,
vacunas, control de la placa dentobacteriana, infecciones, anestesia local e infecciones
periodontales. Por mencionar un ejemplo, las nanoparticulas pueden ser utilizadas como
coadyuvantes en el tratamiento de enfermedades dentales y estructuras orales. Se ha propuesto
que las nanoparticulas pueden entregar el fanmmaco selectivamente en sitios especificos o células.
Una de las mas importantes aplicaciones de las nanoparticulas dentro de la odontologia es en el
tratamiento de la enfermedad periodontal.

La enfermedad periodontal puede limitarse a la encia (gingivitis) o extenderse hacia las estructuras
de soporte mas profundas con la destruccion del ligamento periodontal y el hueso alveolar que
soporta los dientes (periodontitis). La pérdida de insercion, junto con la foormacion de una bolsa
periodontal, puede conducir a aflojamiento y pérdida de los dientes afectados. P. gingivalis,
Tannerella forsythia y T. denticola, son algunos patégenos presentes en la periodontitis [9].

La enfermedad periodontal es un témmino adoptado en la que se incluyen vanas condiciones
patolégicas 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 [10, 11, 12-16]. La relacon entre la placa subgingival y la
enfermedad periodontal es bien conocida. Este proceso infeccioso muestra diferentes grados de
severidad: i) gingivilis, que es la fase mas temprana de la enfermedad y afecta a la encia, ii)
periodontitis media, iii) periodontitis moderada y iv) periodontilis avanzada [12]. La periodontiis se
manifiesta con la inflamacion de las encias y del tejido periodontal mas profundo, io que conduce a
una inflamacién de la encia, sangrado y mal aliento. En la siguiente fase de la enfermedad, las
estructuras de soporte del periodonto se ven afectadas, el hueso alveolar comienza a reabsorbe y
el epitelio gingival migra a lo largo de la superficie del diente formando una bolsa periodontal [10,
15, 17]. La bolsa periodontal provee un excelente medio para el crecimiento de microrganismo
, tales como Actinobacillus actinomycetemcomitans, Bacterides spp. (B. gingivalis y B.
mtetmeti:s) Wolinefia racia, Eikenella spp. Porphyromonas gingivalis y Provetella infermedia [10,
16,18]. El crecimiento progresivo de la bolsa conduce a la destruccion del tejido periodontal de
soporte y a la pérdida o movimiento de los dientes [17]. La Fig. 2 muestra la evolucién de los
patrones de la enfermedad periodontal desde la encia sana hasta la enfermedad periodontal.



Fig. 2 Representacion esquemalica de las etapas de la enfermedad periodontal. A) Encia sana y diente soportado
por la estructura periodontal, B) Formacion de la placa dentobacteriana causante de la gingivitis, C) Formacion de la
bolsa periodontal (lesion entre el diente y el epitefio juntional) y tejido coneclivo gradualmente destruido, D)
Periodontitis, destruccidn de la gingiva y soporte de los dientes.

Tan pronto como se presenta la gingivitis junto con la formacién de la bolsa periodontal, el principal
objetivo terapéutico debe ser controlar y reducir los factores etiologicos para disminuir o efiminar la
inflamacion y controlar la interaccion entre la placa bacteriana y el hospedero. El objetivo primordial
del tratamiento es eliminar el depdsito bacteriano o la placa dentobacteriana de la superficie de los
dientes por tratamiento mecanico en combinacién con una adecuada higiene oral para prevenir la
reinfeccion del area subgingival por microorganismos periodontopatolégicos y por consecuencia
preservar los dientes [10, 12, 18] Tdese@&gasdebmcnﬂmlalafanm&delaplaw
dentobacteriana sin afectar el equilibrio biolégico dentro de la cavidad oral. Sin embargo, los
periodos de exposicion reales a agentes anfimicrobianos durante el cepiflado de dientes y
enjuague bucal puede ser muy cortos, aproximadamente 30s en lugar de 2 min que es lo
recomendado [19).

Los agentes clasificados generaimente como antiplaca funcionan removiendo o disrumpiendo la
placa dentobacteriana o evitando la formacion de esta. Sin embargo, estos no necesariamente
matan a los microorganismos que la componen. Los agentes clasificados como antimicrobianos
pueden actuar inhibiendo el crecimiento (bacteriostatico) o matando (bactericida) los
microorganismos. La absorcién y penetracion de agentes antimicrobianos dentro de la placa
dentobacteriana es clave considerable en la administracion terapéufica [20].

La administracion local y sistémica de varios agentes antimicrobianos ha sido efectivamente usada

para controlar las infecciones periodontales [13,15, 16]. Las dosis sistémicas de antibidticos
demzmeltaudopamdnﬂal trasudacion desde el suero, atravesando el epitelio juntional y
mularpaauegaalsumgngvd [13]. Sin embargo existen grandes desventajas en estos
sistemas tales como una rapida pérdida de la concentracion terapéutica del antibidtico en el
plasma y el desamollo de resistencia microbiana, ademas los agentes terapéuticos pueden ser
asociados a reacciones secundarias tales como molestias gastrointestinales, depresion y
taquicardia [10, 18]. La administracion sistémica de farmacos lleva a concentraciones terapéuticas
en el sitio de infeccion por cortos periodos de tiempo, por ello es necesario repetir la dosis y el
tratamiento puede ser por largo periodos [18]. En contraste, el uso de la liberacion local de
antibidticos especificamente administrados en el sitio de infeccion (bolsa periodontal) pudiera ser
muy Util en la eliminacion de los patégenos y esto mejoraria el efecto de la terapia convencional sin
tener las reacciones adversa de los antibi6licos administrados sistémicamente [12, 21]. Las
nanoparticulas con agentes antimicrobianos pueden ser de especial valor si son retenidas en la
superficie de los dientes y debajo de las encias. El potencial de las nanoparticulas como
constituyentes de agentes para el control de la placa dentobacteriana ya sea por su capacidad
bioadhesiva o antiadhesiva ha crecido como un area que debe ser seriamente considerada. Las
nanoparticulas son potenciaimente Utiles debido a que es posible alterar su carga superficial,
hidrofobicidad y ofras propiedades fisicas y quimicas [22].



1.3. NANOPARTICULAS POLIMERICAS

Los materiales poliméricos han sido ampliamente investigados como dispositivos de liberacion de
farmacos y en el campo de la ingenieria de tejidos [14]. Polimeros no biodegradables asi como
biodegradables han sido utilizados para la preparacion de micro- y nanoparticulas administradas
por diferentes vias entre las que se encuentran la nasal, pumonar, oral, o las parenterales. Estos
materides poliméricos pueden ser sintéticos o naturales o sustancias naturales modificadas [10,12,
18].

Los polimeros biodegradables de origen natural o sintético han sido ampliamente utilizados como
sistemas de liberacion de farmacos para muchos compuestos bioactivos y son ampliamente
empleadosmdsposhvosdelubaaaéndefﬁmacosmdmiopemdxﬂ debido a su
pudiendo ser degradados en productos biocompatibles por procesos enzimaticos
o quimicos [12, 14]. Los dispositivos elaborados con materiales biodegradables no requieren ser
removidos al final del tratamiento. Varios sistemas de liberacion de farmacos para el tratamiento de
la enfermedad periodontal estan siendo disefiados con el objetivo de lograr una liberacion
controlada del farmaco y en el sitio especifico donde se origina la enfermedad.

Polimeros como el alginato, chitosan, el polihidroxibutirato-co-hidraxivalerato, poli-(Hactico), poli(D-
L-lactico), poli(glicoles) y copolimeros como la policaprolactona y polifosfasenos son utilizados para
obtener los sistemas particulados. Algunos de estos acarreadores tienen la ventaja de poder ser
incorporados dentro de formulaciones orales tipicas, tales como suspensiones o pastas de dientes,
0 en algunos otros sistemas de liberacion de farmacos novedosos, como los hidrogeles o en su
defecto que estos puedan ser inyectados dentro de la bolsa periodontal. Los sistemas de liberacion
de farmacos local basados en polimeros, tales como las fibras, las peliculas, los geles, los
sistemas vesiculares, las macroparticulas o las nanoparticuas han sido utilizados en odontologia
para la liberacién local de fanlmacos y mejorar la concentracion de farmaco directamente en el sitio
de accion. Estos sistemas son usualmente insertados dentro de la bolsa periodontal o inyectados
en el tejido periodontal para mejorar el efecto terapéutico del farmaco y reducir los efectos
adversos que se presentan cuando son administrados de forma sistémica [10, 12, 18, 23, 24].
Varios ssmmasdehbaauonlouhmsdodsaradosparamarlaibaaumdefamamsm
el tejido periodontal; sin embargo, la complejidad para acceder al tejido periodontal hace a todos
estos sistemas parciaimente dtiles [18, 21, 23, 25, 26).

Las nanoparticulas ofrecen grandes ventajas; como, la capacidad de penetrar en areas
extracelulares e intracelulares que pueden ser inaccesibles para ofros sistemas de liberacion, esto
puede ser posible debido a su diminuto tamaiio, inclusive pueden alcanzar areas debajo de la
bolsa periodontal [10, 23, 27, 28]. Estudios de microscopia confocal llevados a cabo por Ganem- -
Quintanar [29] han demostrado que las nanoparticulas biodegradables, cuando son aplicadas en el
surco gingival porcino son capaces de peneitrar hasta el epitelio juntional. De igual forma, las
nanoparticulas en la bolsa periodontal pueden ser sistemas de entrega de fanmacos que reducirian
la frecuencia de administracion, mejorar la eficiencia y acumulacion del agente activo en el sitio
blanco, manteniendo una velocidad de liberacion de farmaco efectiva [5, 10, 18]. Ademas, las
nanoparticulas son mas estables en fiuidos biologicos. Desafortunadamente, hay pocos estudios
sobre la preparacion de nanoparticulas conteniendo agentes antibacteriales para el tratamiento
periodontal [23]. El acido poli(D,LJactico) (PLA), acido poli(glicolico) y acido poli(D,L-actico-co-
glicolico)(PLGA), han sido los materiales centrales en el desamolio de nano-/microparticulas
encapsulando agentes terapéuticos para aplicacion de liberacion controlada [30]. Estos materiales
ofrecen varias ventajas tales como buena biocompatibilidad y biodegradacion, resistencia
mecanica y son facles de administrar parenteralmente; ademas, el uso de materiales
biodegradables permite una liberacion sostenida del farmaco dentro del sitio blanco por periodos
de tiempo que pueden ser desde unos dias o varias semanas [14, 30].

i et al.. en 2005 elaboré nanoparticulas cargadas con tridosan ufilizando diferentes
polimeros PLGA, PLA, ftalato Acetato de celulosa. Realizd su caracterizacion y estudios

preliminares in vivo en perros aplicandose las nanoparticulas cargadas con triclosan en la bolsa
periodontal, después de 15 dias encontrdé una clara diferencia entre el control y los sitios de
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con lo que concluyo que las nanoparticulas cargadas con fridosan disminuyen la
lrllanaaéndelossbosdee(peunelmm,

Muchos materiales han sido propuestos para aplicarlos en odontologia mosirando grandes
ventajas en comparacion con las formulaciones convencionales. Varios tienen potenciales
aplicaciones pero se requiere de mucho mas invesligacion para consolidar su efecto terapéutico
real. Ademas hasta hoy no hay suficente inffomacién disponible para generalizar el uso de
nanoparticulas en el campo odontolégico por lo que se sigue el desarrollo de un plan para ampliar
el rango de aplicaciones. Dentro de los aspectos toxicol6gicos acerca de la seguridad de las
nanoparticulas, sigue siendo controversial esta cuestion en odontologia considerando las
propiedades del tejido y su potencial intemalizacion. Por lo que estos aspectos deben ser
claramente analizados. Sin embargo la investigacion 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 flevarios al mercado.

I.4. CLORHEXIDINA

La extension de la inflamacion de la encia hacia el tejido periodontal que soporta los dientes
marca la transicion de gingivilis a periodontitis [31,32]. En el tratamiento de la periodontiis y
gingivitis, antibiéticos tales como doxiciclina (DXY), tetraciclina (TCL) y metronidazol han sido
utilizados [33,34]. Analogos de la tetracidina tales como la doxiciclina y minociclina son mas
costosos y tienen tedricamente mayores ventgjas que la tetraciciina, mostrando una mayor
absorcion oral, con tiempos de vida media mas prolongados y mejor solubilidad en lipidos, los
cuales son factores importantes para su accién antimicrobiana [34]. Sin embargo, la aplicacion de
éstos en un enjuague oral con dosis repetidas varas veces, no pueden alcanzar el fondo del tejido
subgingival, y una administracién sistémica de altas dosis de antibiéficos para lograr un nivel
terapéutico en la bolsa periodontal podria resultar contraproducente o en efectos secundarios [33].
Por ello, la liberacion local de agentes antimicrobianos para mantener una concentracion
terapéutica efectiva en el fluido crevicular gingival (GCF) de la bolsa periodontal es altamente
recomendada [34,35], usando acameadores tales como fibras, geles, firas acrilicas,

En los ditimos 30 afos, la clorhexidina (CHX), un agente capaz de penetrar a través de la
membrana bacteriana y su derivado soluble en agua clorhexidina digluconato (CHX-Dg) han sido
usados ampliamente en enjuagues bucales para controlar la placa dentobacteriana [37-39].

La clorhexidina base, 1,6-di-(clorofenildigunido) hexano, es un sélido cristalino blanco (p.f 132 °C,
PM, 505.5). La disolucion de dorhexidina base en una solucion de acido gluconico provee una sal
mas soluble, clorhexidina gluconato y dorhexidina digiuconato (PM 897.8). Las solubilidades en
agua de la clorhexidina base y clorhexidina digluconato a 20 °C son 0.008% (wiv) y >70% (wfv),
respectivamente [40).

El uso de la clorhexidina como agente antifingico y antibacterial ha sido bien documentado en
odontologia, llegando a ser uno de los agentes mas utilizado para el control de la placa dental.
Ademas numerosos estudios también han indicado que la dlorhexidina es efectiva en periodontitis
[41]. La dorhexidina fue primeramente ufilizada en enjuagues bucales y era recomendada como
antiséptico junto con el cepillado dental. Su uso durante |as fases post-operatorias de tratamientos
periodontales tanto quirirgicos y no quinirgicos [42). Los efectos que se atribuyen a la dorhexidina
son: i) accién bacteriostatica, i) mejora la curacion de las heridas y puede ser incorporada en los
Wmmmmjmmlammmm

han demosirado que  dispositivos de liberacitn controlada en la cavidad son efeclivos,
especiaimente en el tratamiento de la boisa periodontal [43.44].

La clorhexidina parece ser efectiva en la reduccion de la placa y la gingivitis. Su mecanismo de
accion se relaciona a la reduccion de la formacion, alteracion y adherencia de la placa
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dentobacteriana en la superficie de los dientes, alterando |a pared celular bacteriana, causando su
rompimiento [45] Su accion antibacterial se debe al incremento en la permeabilidad de la
membrana celular, seguida por la coagulacion de macromoléculas en el citoplasma intracelular
[46]. Debido a que la dorhexidina posee carga positiva, esta exhibe una alta capacidad de
retencion. Su estructura quimica le permite permanecer en la cavidad oral por periodos de tiempo
prolongados después del enjuague y es por ello que se simula una liberacion lenta [47] La eficada
de la dorhexidina sobre la flora de la bolsa periodontal es dependiente del tiempo de exposicion.

Es por ello que la exposicion de clorhexidina por periodos de tiempo prolongados tiene cambios
significativos en la evolucion de la enfermedad [48].

A pesar de estos atributos, la clorhexidina presenta algunas desventajas entre las
mcluyenelmamtunertodelosdenhsycisublosendsem:dodel gusto. En
clorhexidina y ofros agentes t6picos fallan en peneirar hacia la bolsa penodaﬂpor sus
efectos son limitados a las areas supragingivales.

. JUSTIFICACION

Lgapenodaﬂhsesmaafamedadnﬂanﬂmawmnpdtqmpemdalalqam

cavidad bucal tales como la placa dentobacteriana, influyendo la higiene bucal. La clorhexidina es
un agente antimicrobiano ampliamente utilizado en odontologia como un agente antiplaca y ha
demostrado una buena actividad antibacterial contra un amplio nimero de bacterias orales.
Actualmente existen soluciones acuosas comerciales de clorhexidina al 2% que han mosirado ser
efectivas para el tratamiento de la enfermedad periodontal. Sin embargo, es necesario el desarrolio
de nuevos sistemas de liberacion modificada de clorhexidina que mantengan niveles terapéuticos
del farmaco por periodos de tiempo prolongados, que ayuden a (prevenir) evitar la reincidencia de
la enfermedad, disminuyan la dosis de fairmaco necesaria para ejercer el efecto terapéutico y
reduzcan el tiempo de tratamiento provocando una mayor aceptacion por parte del paciente.

. HIPOTESIS

Si las nanocapsulas compuestas por un polimero bioadhesivo son capaces de adherirse al tejido
gingival y degradarse por efecto del pH liberando el farmaco y el eugenol que tiene propiedades
analgeésicas, anestésicas, desinflamatorias y potencializadoras de accién antimicrobiana, entonces
se aumentara la efectividad del farmaco, provomrdomadsmméndeladossadmnsﬂada,el
tiempo de tratamiento y la reincidencia de la enfermedad.

. OBJETIVOS

IV.1. Objetivo general

Desarrollar un sistema nanoparticulado cargado con clorhexidina y eugenol como una formulacion
novedosa y de mayor desempeiio terapéufico para el tratamiento de la enfermedad periodontal.

IV.2. Objetivos particulares

e Preparar, optimizar, y caracterizar nanocapsulas (NC’s) de ftalato acetato de celulosa
(CAP) cargadas con clorhexidina (CHX) y eugenol por el método de Emulsificacion-
difusién, como una foormulacion novedosa y de mayor desempefio terapéutico para el
tratamiento de la enfermedad periodontal.

e Llevar a cabo la caracterizacion de las NC’'s determinando el tamafio de particula,

potencial zeta, morfologia, eficiencia de proceso, eficiencia de encapsulamiento y
comportamiento témmico.



o Optimizar e método analifico para la cuantificacion de dorhexidina mediante
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) y determinar la eficencia de
encapsulamiento

e Redizaeshdoédiﬁwsprdhimhﬁm.paaobsavalaeﬁdmdadelossistanas
nanoparticulados.

V. METODOLOGIA
V.1. Material y Reactivos

Agua destilada (Obtenida del equipo Milli-Q, Millipore)

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

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

Eugenol ( Mirafill, México)

Clorhexidina (Sigma Aldrich, México)

Polimero Ftalato acetato de celulosa (cellulose acetate phthalate, CAP, Sigma-Aldrich,
USA), con un peso molecular 2532 12 g/mol.

Alcohol polivinilico Mowiol®(polyvinyl alcohol, PVAL, Glomarza, México).

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

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

Metil etil cetona (grado analitico Fermont, Productos Quimicos Monterrey, México)

V.2. Aparatos y Equipos

Especirofotometro UV- Vis ( Thermo Scienific, Geneys 10 uv Scaning, USA)
HPLC ( Varian, Pro Star)

Zetasizer (Malvern Systems ZEN 3600, Estados Unidos de America)

Rotavapor (Laborota® 4000, Heidolph, Alemania)
Ultracentrifuga Optima® LE-80K (Beckman, Estados Unidos de America)
Liofilizadora de mesa (Laboconco®, USA)

Calorimetro diferencial de barido (DSC Q10, TA Intstrument, USA)
Ultrasonicador Branson® (3200, Estados Unidos de América)

Balanza analitica (BBC 32, Boeco, Alemania)

Parrilla eléctrica con agitacion (Cimarec®, Thermoline, Estados Unidos de América)
Agitador magnético Magnestir® (Lab-Line instruments, Estados Unidos de América)
Agitador de velocidad variable (RZR-1; Caframo®, Alemania)

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

pH metro (Modelo 430)

Filtros ( Millex®- GV de 2.5cm de diZmeilro y poro de 0.22um, 0.1pm, y 0.45um (Millipore®,
Estados Unidos de América)

Temometro digital

Material de cristaleria

VVVVYYVY

VVVYV

VYVVYVVVVVVVVVYVY

VvV

VL. PARTE EXPERIMENTAL
VI.1. Determinaciones previas
VI.1.1 Solubilidad

Se realizd la prueba de solubilidad de los materiales utilizados con la finalidad de determinar el

mejor disolvente a utilizar en la preparacion de las nanocdpsulas (NC's) asi como para la
cuantificacion de la dorhexidina (CHX).
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Vi.1.2. Determinacion de la solubilidad de clorhexidina base

Se realizaron pruebas de solubilidad del principio activo (clorhexidina) en diferentes disolventes y

en el aceite que serviria como centro oleoso de las nanocapsulas, en este caso Eugenol.

Se pesaron 10 mg de clorhexidina a los cuales se les adiciono cada uno de los disolventes en
cantidades de 20 pL con agitacion magnética constante a temperatura ambiente

determinando la solubilidad en cada disolvente.

VI.1.3. Espectros de Absorcion

Se determinaron las longitudes de onda (A) de mé&xma absorcion para una solucion de
clorhexidina, mezda dorhexidina-eugenol, en una solucion de metanol. Los barridos se realizaron
de 200 a 400 nm. La A de méxima absorcion para el complejo PVAL con HsBOs 0.65M y una
solucién de 12 0.05M en KI 0.15M se determind realizando un barrido desde 400 a 800 nm.

VI.2. Curva de calibracion para el complejo colorido de PVAL.

Para el complejo de PVAL con HsBOs 0.65M y una solucién de 12 0.05M en Kl 0.15M, se prepard
una curva de calibracién por triplicado leyéndose a 2=640 nm. Para la curva del complejo PVAL-
HsBOs12-Kl se mantuvo la misma proporcion de HsBOs y 12/KI para todos los puntos, es decir, se
prepararon diferentes concentraciones de solucion acuosa de PVAL tomando 1 mL de dicha
solucién y llevandola a un volumen de 5 mL con agua destilada con 2 mL de HsBO3 0.65My 1 ml
de 2 0.05M en Kl 0.15M para formar el complejo colorido. Se uiilizé como blanco un sistema de 5
mL de Hz0, 2 mL de HsBO3 0.65M y 1 mi de |2 0.05M en Kl 0.15M.

VI.3. Optimizacion del método analitico para Ja determinacion de
clorhexidina.

Se prepard una solucion estandar de concentracion conocida de clorhexidina disuelta en metanol
leyéndose en el espectrofotometro a una A = 260 nm, por otro lado una muestra de la solucion
estandar se inyecto al sistema cromatografico para obtener su area bajo la curva.

La clorhexidina presenta un pico con una longitud de onda de méaxima absorcion a 260 nm al UV,
pero al mezdlarse con el eugenol que presenta un pico de maxima absorcién a 280 nm a UV, se
suprime, lo que imposibilita detectaria y con ello cuantificarla. Por esta razon se decidio proceder a
la optimizacion de un método analitico que nos permita separar los componentes de la mezda,
elngéndoseparaesto!atéa:cademaogﬁadelmdosdadlaresdwm (HPLC) por lo que
se procedié a definir el fipo de columna a emplear, la fase mdvil, la presion de trabajo y

temperatura.
Para ello se hicieron pruebas inyectando muestras de las siguientes soluciones:
i) Soluciones blanco de metanol y buffer de acetatos pH 3.3.
ii) Solucién de dorhexidina en metanol.
i) Solucion amortiguadora de acetatos pH 3.3 con clorhexidina.
iv) Solucién de una mezcla clorhexidina/ eugenol.
v) Muestra de problema de extraccion de clorhexidina a partir de NC's.

V1.4. Preparacion de nanocapsulas por el método de Emulsificacion-difusion
Se prepararon nanocapsulas poliméricas a partir de un polimero preformado: el Fialato Acetato de
Celuiosa (CAP). E método empleado fue el siguiente: en un embudo de separacion se saturd el

disolvente organico (metil efil cetona) y agua destilada, agitando suavemente y después dejando
reposar por 20 min para separar ambas fases (la organica y la acuosa). En la fase organica
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saturada se disolvi6 el polimero CAP, el principio activo (en este caso la clorhexidina) y el aceite
(eugenol). Con la fase acuosa saturada se prepard una solucién de polivinilaicohol (PVAL) al 5%. A
la fase acuosa se le afiadio la fase organica, la mezda resultante se agité mecanicamente a 2000
rpm durante 10 minutos. Posteriormente se eliminé el disolvente organico bajo presion reducida en
un Rotavapor a 30 rpm y 30 °C. La suspension se concentr hasta llegar a un volumen aproximado
de 40 mi de un total de 60 ml. Por ulimo dicha suspension fue centrifugada a 12000 rpm durante
40 minutos, la pastilla obtenida se resuspendio en agua destilada, con agitacion magnética durante
20 hrs, para volver a ser centrifugada. Este proceso de lavado centrifugado se realizd 2 veces.

. 4 Incorporacion de
fase organica a lafase
BCUCSE agitandc a
2000rpm/10min

5 Biminacion de
exreso de solvents

Fig. 3 Representacion esquematica del método “Emulsificacion-difusion” para la preparacion de nanocapsulas.

Se prepararon varios lotes cada lote por triplicado y la pastilla del dltimo centrifugado se
resuspendié en agua destilada. Algunos lotes en suspension se congelaron y se liofilizaron y
algunos otros se utilizaron para algunas pruebas de caracterizacion de las NC's sin necesidad de
ser liofilizados. En la tabla 1 se incluye la descripcion de los lotes preparados incluyendo materiales
y cantidades empleadas.

Tabla 1. Materiales y cantidades empleadas para la preparacion de los lotes de nanocapsulas por
el método de Emulsificacion-difusion.

Lote Polimero | Disolvente | Principio | Principio | Polimero | Disolvente | PVAL

Saturado | Activo Activo (mg) saturado | 5% (mL)
(mg) (mL)

1 CAP Metil etii | Clorhexidina 10 200 20 40
cetona

2 CAP Metil etil | Clorhexidina 20 200 20 40
cetona

3 CAP Metil etil | Clorhexidina 30 200 20 40
cetona
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VI.5. CARACTERIZACION DE NANOCAPSULAS

En base a la mejor fomulacion se prepararon lotes para llevar a cabo la caracterizacion de las
nanocapsulas.

VI.5.1. Determinacién de tamaiio de particula y potencial zeta

Se determiné el tamario de particula promedio, la distribucion de tamarfio de particula, la desviacion
estandar asi como el indice de polidispersion por el método de dispersion de luz dinamica
empleando un Zetasizer® ZEN 3600 (Malvern Instrument® Lid.), para todos los lotes de
nanocapsulas analizados se utilizé como medio de dispersion agua destilada, todas las lecturas se
realizaron a 25 °C y un angulo de incidencia de 90°. Las determinaciones se realizaron por
triplicado preparandose diluciones adecuadas de una suspension acuosa de nanocapsulas. El
potencial zeta se determiné utilizando el Zetasizer® ZEN 3600(Malvemn Instrument® Lid.)
empleando una celda de capilar doblado con 150 V de comiente eléctrica; cada dispersion de
nanocapsulas fue diluida con agua destilada hasta alcanzar la concentracion adecuada para las
mediciones [49].

VI.5.2. Determinacioén del PVAL residual en nanocapsulas de CAP

Se disolvié una cantidad conocida de nanoparticulas liofilizadas (5-10 mg) con 5 ml de metil etil
cetona en un vaso de precipitados con agitacion magnética y posteriormente se llevé a sequedad.
Después se agregaron 5 mi de agua destilada y se continué la agitacion magnética por al menos 3
horas. Esta solucion se filtré con una membrana Millipore® de 0.22 pm, el filtrado se llev6 a un
volumen de 10 mi, de este se tom6 1 mi y se llevd a 5 mi con agua destilada. Los 5 ml se
mezdaron con 2 mL de HsBOs 0.65M y 1 ml de |2 0.05M en Ki 0.15M para formar el complejo
colorido. El sistema se leyé a A = 640 nm en el espectrofotébmetro, 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 volimenes del filtrado o bien se hacian diluciones del mismo, llevando siempre a
un volumen final de 5 ml antes de mezdar con los 2 mL de H,BO; 0.65M y 1 mi de Iz 0.05M en Ki
0.15M para formar el complejo colorido. Se ufilizé como blanco un sistema de 5 mi de Hz0, 2 mL
de HsBOs 0.65M y 1 mi de |2 0.05M en K1 0.15M.

VI.5.3. Determinacion de la eficiencia de proceso de nanocapsulas de CAP

Se prepararon lotes de nanocapsulas en base a la mejor formulacion, con la finalidad de observar
la eficiencia del proceso de fabricacion, los lotes preparados fueron llevados a sequedad a 40° C
en una estufa por 24 hrs, después el polvo obtenido se puso en un desecador a temperatura
ambiente para obtener el peso constante del polvo obtenido. Se realizaron los calculos necesarios
para obtener la eficiencia del proceso en la elaboracion de las nanocapsulas.

VI.5.4. Determinacién de principio activo en nanocapsulas de CAP

Se disolvié una cantidad conocida de nanocapsulas liofilizadas (5-10 mg) con 4 mi de NaOH 1% en
un tubo de ensaye con agitacion magnética, posteriormente se agregaron 5 mil de metil efil cetona
saturada con agua con la finalidad de disolver el activo disperso y se agitd en vortex, se dej6
reposar la solucién anterior para separar la fase acuosa de la faso organica. La fase organica se
llevd a sequedad y el residuo se resuspendio en 2 mi de metanol, posteriommente se filtré con una
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membrana Millipore® de 0.22um, € filtrado se llev6 a un volumen de 10 mi con metanol. La fase
acuosa se filtrd con una membrana Millipore® de 0.22um, y el filtrado se llevé a un volumen de 10
mi. Las muestras tanto de fase acuosa como de fase organica se inyectaron en el sistema
cromatografico de liquidos de alta resolucion leyéndose a una . = 260 nm. Las areas obtenidas de
cada muestra fueron comparadas contra una solucion estandar de concentracion conocida para
obtener la cantidad de clorhexidina en la formulacion.

VI.5.5. Microscopia Electronica de Barrido

Se observaron muestras de NC's de CAP placebo y cargadas con clorhexidina para determinar su
morfologia y tamafio de las nanocapsulas obtenidas. Las muestras se prepararon realizando una
dilucion de la dispersion de NC’s. Se colocaron unas gotas sobre un cubre objetos y se dejaron
secar para después colocarles un recubrimiento de oro (= 20 nm). Se observaron con un
microscopio electronico de barmido (MEB, JSM-25SIHI; JEOL, Jap6n).

V1.5.6. Calorimetria Diferencial de Barrido

Se determind el comportamiento témmico de las nanocapsulas y sus constituyentes mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Primero se realiz6 una calibracion con un estandar de
indio y después de cada una de las muestras se pesan (3-5 mg) directamente en charolas de
aluminio hemmética y se escanean entre 0°C-400°C con un calentamiento de 10°C/min y un flujo de
nitrégeno de 50 mi/min utilizando el DSC Q10 (TA Instruments®, USA).

VI.6. Pruebas clinicas preliminares

Se planeé el disefio de un modelo experimental para realizar estudios dinicos empleando el
nanosistema obtenido como altemnativa en el fratamiento de la gingivitis y observar con esto la
efeclividad del sistema. Para dicha prueba se propone emplear tres sistemas que incluyen
Nanocapsulas de CAP conteniendo clorhexidina, Nanoemulsiones conteniendo clorhexidina y una
soluciéon comerdial que contenga clorhexidina, con fines comparativos. Dicha prueba se realizé en
el Centro de Salud TIl "Dr. Manuel Gutiérez Zavala™ de la Secretaria de Salud Publica del Distrito
Federal.

VI. RESULTADOS Y DISCUSION
VIi.1. DETERMINACIONES PREVIAS
VII.1.1. Solubilidad

Se realizaron pruebas de solubilidad de los materiales utilizados con la finalidad de determinar el
mejor disolvente a utilizar en la preparacion de las NC’s asi como en la cuantificacién de CHX. Los
resultados se resumen en la Tabla 2

Tabla 2. Resultados de la prueba cualitativa de solubilidad de los distintos materiales en diferentes
disolventes.

Material Captex | Eugenol | Metiletilcetona | Acetato | Etanol | Metanol | Agua
200 de etilo
Clorhexidina No Si Si Si Si Si No
Ftalato acetato No Si Si Si No No No
de celulosa
Eugenol Si — Si Si Si Si No
Polivinilalcohol No No No No No No Si
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Vii.1.2. Determinacio6n de la solubilidad de clorhexidina base

En la tabla 2 se observa que se realiz6 la prueba de solubilidad de clorhexidina en dos diferentes
tipos de aceites, los cuales servirian como vehiculo al principio acfivo y como centro oleoso de las
nanocapsulas, obteniéndose que el principio activo es muy soluble en Eugenol y no asi en el aceite
Captex 200, (10mg/150uL y 10mg/11.75ml respectivamente). Se ha observado que el Eugenol en
omnhneuénomdgumsaﬂnﬁcospmeaﬂamefadoanétgcomﬂmdodefm
terapeutico del antibiético lo que reduce la concentracion minima inhibitoria para provocar la
muerte a los microrganismos [50].

Por otro lado, se observa que el polimero CAP, el eugenol y la clorhexidina son solubles en los
disolventes organicos, metiletiicetona y acetato de etilo, este tipo de solventes son utilizados
ampliamente en la industria faamacéutica debido a su baja toxicidad para los humanos [51],
mientras que el PVAL fue insoluble en este tipo de disolventes, pero muy soluble en agua.
Debemos destacar que se requiere que el polimero y el o los materiales a encapsular se
encuentren solubles en la fase organica, pero insolubles en la fase acuosa. En base a esto se
eligieron los materiales a utilizar en la preparacion de las nanocapsulas, eligiéndose como fase
organica la metilefilcetona, como fase acuosa agua y como vehiculo oleoso del principio activo el
eugenol.

Adicionaimente se determind la solubilidad de clorhexidina y eugenol en dos diferentes disolventes
etanol y metanol, encontrandose que la clorhexidina es mucho mas soluble en metanol que en
etanol y que el eugenol es muy soluble en ambos disolventes, por lo anterior se decidié emplear
metanol, el cual se utilizaria como disolvente para la cuantificacion de principio aclivo en las
nanocapsulas.

VII.1.3. Espectros de Absorcion

En las Gréficas de la A-E se muestran los espectros de absorcion obtenidos a partir de soluciones
de Eugenol, CI-D(ymamadadeanbas empleando como disolventes etanol y metanol, que son
los que presentaron mejor solubilidad de los componentes. En la Grafica A se observa que la
W@mmwmsummmmmmw de
igual manera en la Grafica B se observa que la longitud de méxima absorcion de la dorhexidina es
de 260 nm. Los espectros de absorcion obtenidos a partir de una solucién de una mezcla Eugenol-
CHX disueltos en EtOH o MetOH se muestran de en la Grafica C, en donde se observé que se
suprimia la sefial de la CHX ya que esta presenta una longitud de onda muy cercana a la del
eugenol que impide sea detectada. El las Graficas D y E se realiz6 una comparacion contra una
solucién concentrada y una diluida en donde se observa que efectivamente se suprime la sefial de
la CHX en ambos disolventes. Por lo anterior, se determin6 que la Espectroscopia UV-visible no
era la técnica adecuada para llevar acabo la cuantificacion del principio aclivo en las NC's ya que
era necesario emplear una técnica de separacion por lo que se opté por la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion para llevar a cabo dicha determinacion.
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Grafica A. Espectios de absorcién de Eugenol en EfOHy Grafica B. Especiros de absorcitn de Clorhesidina disuelta en EIOH y
MetOH MelOH
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Vil.1.4. Curva de calibracion para el complejo colorido de PVAL.

El polimero empleado como estabilizante durante la preparacion de las nanocapsulas por el
método de Emulsificacion-difusion fue el PVAL, ya que evita la agregacion de las nanocapsulas
cuando se encuentran en dispersion y con ello disminuye su velocidad de sedimentacion,
obteniendo sistemas mucho mas estables, este proceso se da ya que las cadenas de PVAL
poseen una gran afinidad a la superficie de las nanocapsulas y se une fuertemente a la superficie
de éstas, formando una capa estable, propuesto por Quintanar-Guemero, D, et al., 1998 [1]. Su
principal inconveniente de utilizacion, esqn,ésepdmm&izateestﬁdmmwalo
completamente de las nanocapsulas obtenidas.

La cantidad residual de estabilizante (PVAL) en las nanocapsulas se determind con base a un
método validado por Raygoza, T., et al.,1995 [52]. El PVAL forma un complejo colorido con yodo
en presencia de acido bérico, el compuesto foomado es de color verde y dicho complejo es estable
por 15 min. Para dicha prueba se llevo a cabo el montaje de una curva de calibracién (Grafica F)
con la finalidad de determinar la cantidad de PVAL residual en las nanocapsulas. De acuerdo al
andlisis estadistico podemos observar que se obtuvo una r?> 0.9996 lo cual indica que los puntos
expenmerﬂesseajusta\amalinearadayaan“esmwmatElpomemq'edec.v.es
aceptable ya que el valor obtenido con este método es menor 3% lo cual seria
un indicativo de que la dispersion del conjunto de los datos de la curva de calibracién es bajo.

Grafica F. Curva de calibaciin para el complejo colodido PVAL &
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Para todos los lotes se obtuvieron residuos de PVAL muy bajos (< 5%) como se observa en la
Tabla 3, lo cual indica que los lavados realizados durante el proceso con la finalidad de eliminar el
exceso de PVAL son adecuados. Quintanar- Guerrero (1998) han reportado 6-8% de PVAL
residual en nanoesferas de PLA preparadas por el método de emulsificacion difusion [1] asi como
Piflon-Segundo, E, (2003), que reporto PVAL residual menor al 4% para NE's de PLGA, PLA y
CAP preparadas por el mismo métodos [53].

Tabla 3. Porcentaje de PVAL residual en nanocapsulas.

Lote | % PVAL residual
1 4.7412
2 3.6303
3 4.5520

VI.1.5. Optimizacion del método analitico para la determinacion de
clorhexidina.

Con la finalidad de determinar la cantidad de clorhexidina encapsulada en las NC’s se prepar6 una
solucion estandar de clorhexidina de concentracion 20 pg/ml que fue inyectada al sistema
cromatografico para determinar su area bajo la curva y con esto calcular la clorhexidina presente
en las muestras problema de las NC's.

La clorhexidina presenta un pico con una longitud de onda de maxima absorcion de 260 nm a UV,
pero al mezclarse con el eugenol que presenta un pico de méxima absorcion de 280 nm al UV, se
suprime lo que imposibilita detectarla y con ello cuantificarla. La técnica elegida para la
cuantificacion de la dorhexidina en las NC's fue la comatografia de liquidos de alta resolucion
(HPLC), para ello se realizaron pruebas inyectando una serie de muesiras al sistema
cromatografico variando la composicion de [a fase mdvil, obteniendo lo que se muestra en las
siguientes Graficas G-K. Todas las muestras se leyeron a 260 nm y una velocidad de flujo de
1mi/min.
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Se inyect6 una solucion estandar de dorhexidina de concentracion conocida (=20pg/mi), también
una solucion estandar de eugenol (=738.5ug/ml) y una mezcla de ambos analitos de concentracion
=758.5 yg/ml. En las graficas se observa que el tiempo de retencion de la dorhexidina varia
conforme se modifica la composicion de la fase maovil (Tret = 6.419, 8.364, 6.871respectivamente)
debido a que se utilizé la cromatografia en fase reversa para lievar acabo la separacion, lo que
significa que los compuestos menos polares seran retenidos por la fase estacionaria y los mas
polares seran arastrados por la fase mévil con mayor fadilidad de acuerdo a su composicion. Enla
graficas | y J se puede observar que el pico de CHX presenta una resolucion adecuada y no asi en
la gréfica K. Por otro lado, al inyectar la mezda de ambos analitos al sistema cromatografico no se
observa una completa separacion de los analitos debido a que la muestra tenia una concentracion
elevada (Graficas |, J, K) pero al inyectar una muestra problema de extraccion de CHX a partir de
NC’s se observa que hay una separacién de ambos analitos (Grafica |, J).

De acuerdo a lo anterior se delemnind que las condiciones Opltimas para llevar a cabo la
cuantificacion de clorhexidina contenida en las NC's se obfienen utiizando una columna
LiChrospher 100RP-18, 5um (125x4 mm), una fase mavil Acetonitrilo:Buffer de acetatos pH 3.3
(35:65) al 0.5 % de trietilamina, una velocidad de flujo de 1 ml/min y una deteccién UV a 260 nm.

VIi.2. Preparacion de nanocapsulas por el método de Emulsificacion-difusion

Las nanocapsulas fueron preparadas por el método de Emulsificacion-difusion, como se describié
anteriormente, esta técnica involucra el uso de solventes parcialmente miscibles con agua, los
cuales son previamente saturados en agua con la finalidad de asegurar el equilibrio termodinamico
de ambos liquidos. La seleccion del tipo de solventes a utilizar para la preparacion de las
nanocapsulas se apoyo en trabajos de investigacion en los que se han preparado nanoesferas y
nanocapsulas con PLA, PLGA y CAP [53].

Cabe recordar que los compuestos o principios aclivos que pueden ser encapsulados por la
técnica de Emulsificacion-difusion deben ser insolubles en agua. El principio activo incorporado en
las nanocapsulas fue la clorhexidina base que es ampliamente utilizada como antibidtico. La
clorhexidina base es insoluble en agua y soluble en disolventes organicos a diferencia de sus sales
que son muy solubles en medios acuosos.

Vi. CARACTERIZACION DE NANOCAPSULAS

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
biolégico, su toxicidad, su capacidad de direccion, ademas de influenciar en la carga de farmaco y
en la estabilidad de las nanoparticulas. La liberacion del farmaco es afectada por el tamafio, esto
se debe a que las particulas pequerias tienen una gran area superficial lo que fadilita una rapida
liberacion a diferencia de particulas grandes que poseen un mayor nicleo por lo que la difusion del
farmaco sera lenta. Debido a su tamafio, las nanoparticulas tienen un aito riesgo de agregacion
durante su almacenamiento y transportacion [54].
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Las cargas eléctricas tienen un importante papel en la determinacion de la interaccion de las
particulas indicando la estabilidad fisica de la dispersion coloidal. El potencia 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 composicion de la matriz y por el medio en el que
son dispersadas. Como se muesira en latabla 4 las nanoparticulas con potencial Z entre (1) 30mV
son estables en suspension y la carga en la superficie previene la agregacion de las particulas. El
potencial Z puede ser usado para determinar si un material con carga acliva se encuentra
encapsulado en el centro de una nanoparticula o adsorbido en la superficie [55].

Tabla 4. Estabilizacion de suspensiones en base a su potencial Z [49].

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

Para la medicién de tamario de particula se ulilizo el sistema de caracterizacion de particulas
Zetasizer® basado en la dispersion de luz dinamica, en donde las particulas son iluminadas con un
laser; la intensidad de las fluctuaciones de la dispersion de luz y su rango van a depender del
tamafio de las particulas obteniendo asi el llamado diametro hidrodinamico y se refiere a como
difunde una particula en un fluido [49). Los resultados de promedio de tamarfio de particula, indice
de polidispersidad y potencial Z de los lotes preparados con diferente cantidad de principio activo
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Tamaiio de particula promedio, irﬂcedepohdspasldad(l P) y Potencial Z para

nanocapsulas de CAP cargadas con CHX
Lote [ Cantidad | Tamano | Desv. I.P | Potencial | Eficiencia | Eficiencia de
deP.A d.(nm) std ZmVv de encapsulamiento
mg pm:m %
1 10 301 1500 | 0.116 18.16 84.12 61.84
10 274.6 9.80 0.154 1873 8367 65.12
10 296.3 8.25 0.150 236 85.12 56.62
X 290.65 -20.16 -
2 20 390 3869 | 0.207 -17.8 73.04 64.01
20 288 1898 | 0247 -15.53 72.89 64.04
20 294 2457 | 0261 23 70.09 65.42
X 324.46 ~ -18.77
3 30 291.36 56.37 | 0252 -1 69.44 62.26
30 305.5 3080 | 0354 K & 68.76 56.83
30 2022 4206 | 0.269 215 69.56 60.55
X 296.35 18.71

De manera general, todos los lotes preparados presentan un tamafio submicronico y todas las
particulas se encuentran en un rango de 250-300 nm, como se muestra en la tabla 5. Se puede
apreciar que al aumentar la cantidad de clorhexidina en las NC's el tamario de particula se va
incrementado ligeramente asi como el indice de polidispersidad. La dispersidad es una medida de
la heterogeneidad de los tamafios de las moléculas o particulas en una mezcla. Una coleccion de
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particulas se denomina monodispersas si las particulas tienen el mismo tamarfio, forma, o masa.
Una muestra de particulas que fienen una inconsistente distribucion del tamaiio, de la forma y de la
masa es llamada polidispersa. Los rangos del indice de polidispersion varian desde un valor
tedrico de 0.000, mmmmmmmaompﬂam
distribuciones relativamente amplias. En la praciica, los valores de indice de polidispersion de
0.030-0.050 son encontrados para las dispersiones lalex estandares consideradas como
monodispersas. Los lotes con mayor cantidad de principio aclivo presentan una mayor desviacion
estandar en la distribucion del tamafio de particula, lo cual es indicativo de un aumento en su
indice de polidispersidad que seria indicativo de la presencia de una poblacion polidispersa y lo
cual se observa en las Graficas L M.N.

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 dispersion, las particulas con carga migran hacia el
electrodo de carga opuesta, con una velocidad proporcional a la magnitud del potencial Z [49]. Una
dispersion de nanoparticulas con un potencial Z por ariba 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 repulsion entre éstas [54]. La determinacion del potencial Z tuvo como finalidad
conocer la estabilidad que presentan las NC's asi como observar si el principio aclivo se
encontraba encapsulado.

Los resultados de potencial Z obtenidos para las NC's se muestran en la Tabla 5 y las Graficas O,
P, Q observando que todos los lotes presentan una potencial Z mayor a -30 mV. En base a lo
reportado en la Tabla 5 las NC's se encuentran en el umbral de dispersion, cabe mencionar que la
dispersion de solidos 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 superficde de las NC's lo que impide su aglomeracion y
aunando su talla nanomeétrica se obfiene una adecuada dispersion de Nc's de CAP [56]. Por otro
lado, la carga que presentan las NC'’s es negativa que podria ser indicativo que la clorhexidina esta
encapsulada en el centro de las NC’s ya que ésta presenta carga positiva y la carga detectada se
debe a la presencia del PVAL adsorbido en la superficie de las NC's.
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Después de determinar la cantidad de CHX presente en las NC's por medio de la técnica HPLC se
procedié a determinar la eficiencia de encapsulamiento (%E.E) y eficiencia de proceso (E.P). Los
datos se resumen en la tabla 5, donde se considera que para todos los lotes el porceniaje de
encapsulacion puede considerarse como alto para CHX, alrededor de 60% con respecto a la
cantidad tedrica de clorhexidina colocada pues es dificil alcanzar eficdencias de encapsulacion
altas. Los datos son similares a los reportados previamente para nanocapsulas utilizando poly(e-
caprolactona) por Hassan Lbotounne et. al, [57]. Esto podria deberse a que en el proceso de
elaboracion las NC's son sometidas a varios procesos de purificacion lo que podria fadilitar la
liberacion del farmaco al medio y con ello su pérdida. En cuanto a la eficiencia de proceso se
observa que al aumentar la cantidad de clorhexidina la efidencia de proceso disminuye, lo que
podria deberse a que el proceso de elaboracion de las NC’s no soporia el aumento de principio
activo, ya que al momento de realizar los lotes 2 y 3 se observ6 una precipitacion del polimero, que
podria deberse tal vez a una sobresaturacion del sistema, lo cual se ve reflejado en el aumento del
tamafio de particulas (Tabla 5) e indice de polidispersidad a pesar de tener una eficencia de
encapsulamiento similar en todos los lotes.

Con base a los resultados obtenidos se determiné que la mejor formulacion seria el lote 1 que
presenta un tamafio de particula en un rango de entre 250-300nm, una poblacion considerada
como monodispersa, una eficiencia de encapsulamiento de alrededor de 60% y con una aita
efidencia de proceso 80%. Lo que nos aseguraria tener un sistema estable que seria Gfil para la
realizacion de futuras pruebas.

IX. Microscopia Electronica de Barrido
Los estudios de microcopia electronica de banido fueron realizados con el lote 1 que fue el que
presento mejores resultados. Se observd que la morfologia de las nanocapsulas cargadas con

clorhexidina, tenian una forma esférica y una superficie sdlida y lisa. Asimismo el tamafio de
particula concordé con el determinado por el método de dispersion de luz medido en el Zetasizer.
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Fig. 4 Micrografias de NC's de CAP cargadas con CHX, 20 000x (Barra=1um)

X. Calorimetria Diferencial de Barrido

Mediante la calorimetria diferencial de bamido (DSC), se puede establecer la relacion que existe
entre la matriz de las NC’s y el fairmaco para saber s éste se encuenira disperso moleculammente
en la matriz o en forma de cristales. Cuando existe una dispersion molecular del famaco en las
NC’s no se detecta el pico endotérmico caracteristico de la fusidn del principio activo, por lo que se
caracterizaron las NC’s cargadas con clorhexidina mediante esta técnica [53]. En la Figura 5 se
presentan los termogramas correspondientes a la clorhexidina, eugenol, polivinilaicohol, ftalato
acetato de celulosa y el sistema de nanocapsulas asi como de una mezcla fisica. Se presenta el
endoterma de fusién de la clorhexidina base pura 135.65°C seguido de su degradacion. En el caso
de las NC’s no se observa el pico endotémico caracteristico del punto de fusion de la dlorhexidina
ademas de observarse una disminucion en la temperatura de transicion vitrea del polimero lo que
nos indica que el farmaco se encuentra encapsulado dentro de la matriz polimérica de las NC's.
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Fig. 5 Termogramas obtenidos a pariir de los componentes de la formulacion de NC's, PVAL(a), CAP (b), CHX (c),
Eugendl (d), Mezdia fisica (e) v Nanocapsulas ().
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XI. PRUEBAS CLINICAS PRELIMINARES

Se planed el disefio de un modelo experimental para realizar estudios clinicos empleando el
nanosistema obtenido, como altemativa en el tratamiento de la enfermedad periodontal y observar
con esto la efeclividad del sistema. Para dicha prueba se propone emplear tres sistemas que
incluyen, Nanocapsulas de CAP conteniendo dorhexidina, Nanoemulsiones conteniendo
clorhexidina y una solucién comercia que contenga dorhexidina, con fines comparativos.

Los resultados de las pruebas clinicas preliminares se resumen en la Grafico R, en donde la
formulacion que presenta mejores resultados es la nanoemulsion que contiene clorhexidina,
seguida de las nanocapsulas conteniendo clorhexidina y por dGitimo la solucion comercial.

% Reducién PDB

l

Grafico R. Comparacién de eficacia de NC's (nanocapsulas), NE (nanoemulsion) y Solucion colutoria conteniendo
clorhexidina.

En las imagenes 1-6 se muestra la evolucion dinica del paciente voluntario que utilizé el sistema
compuesto por nanocapsulas cargadas con clorhexidina A continuacén se resume el
procedimiento que se llevd a cabo y el cual se explict al paciente antes de ser realizado con previa
autorizacion del paciente, firmando un informe de consentimiento informado, donde acepta seguir
las indicaciones de tratamiento y se compromete a finalizario.

1. En primer lugar se lleva a cabo un proceso de odontoxesis en donde se elimina el calculo
supragingival.

Seguido por un curetaje cerrado por cuadrante.

Sondaje periodontal.

Control de placa bacteriana utilizando el indice de O’leary, Llenado de periodontograma.
Profilaxis con cepillo, copa de hule y pasta para profilaxis sin fldor.
Instrucciones de la técnica de cepillado de Bass.

Toma de impresion de Alginato.

Corrido de modelos para la realizacion de guardas.

Obtencion de modelos marcaje y elaboracion de guarda en acetato blando calibre 80.

. Recorte de guarda oclusal superior e inferior.

11. Explicacion del manejo del sistema a utilizar por el paciente.

12. Colocacién o administracion del sisterna sobre guardas.

13. Colocacién de guardas en el paciente.

En las imagenes se observa la evolucion clinica de un paciente que presenta periodontitis, que se
caracteriza por la inflamacion de las encias, acumulacién de calculo supragingival, sin movimiento
aun de las piezas dentales. Al paciente se le realizo el procedimiento antes mencionado,
recibiendo indicaciones de administrar el equivalente a 8 mg de CHX contenida en las NC's (125
gotas aproximadamente) cada tercer dia por un periodo de 15 dias, aplicando el sistema en las
guardas y utilizandolas solo por las noches, que es el periodo del dia en donde se presenta mayor

mmmmaiﬁwdeOBayqnesmlmmlam
dentobacteriana se pudo observar la disminucion de la placa como se muestra en la GraficaR y lo
cual se puede coroborar en las imagenes 1-6 en donde se observa una disminucién gradual de la
inflamacion de las encias. Por ofro lado se pudo percibir que |a aceptacion por parte del paciente
es aceptable ya que no requiere de aplicar el sistema varias veces al dia y al ser una sola

2geeNOOAWN
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aplicacion por la noche le permite realizar sus actividades cotidianas sin que la guarda le moleste
ademas de que esta presenta una consistencia blanda que no imita la cavidad oral. Cabe
mencionar que la dosis administrada es inferior a la usualmente aplicada en formulaciones
comerciales.

Xll. CONCLUSIONES

Se optimizo el método de Emulsificacion-difusion que permitié obtener un sistema nanoparticulado
estable con un rendimiento y una efigencia de encapsuiamiento de clorhexidina adecuados. La
caracterizacion de las NC's obtenidas, nos dicen que estos sistemas son ideales para ser
incorporadas y utilizadas como una formulacion novedosa para el tratamiento de la enfermedad
periodontal. Se desamollé6 y optimizé la metodologia analitica por medio de la técnica de
cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC), para la identificacion y determinacion del
principio activo, a partir de los nanosistemas.

Se llevé a cabo una prueba dinica preliminar, aplicando tres diferentes sistemas que contienen
clorhexidina, con Ia finalidad de observar la efeclividad del sistemna realizado, obteniéndose que el
sistema que presenta mejores resultados en base a la reduccion de la placa dentobacteriana, es la
nanocemuision reduciéndola en un 60 % , seguida de las nanocapsulas con un 50% y por Gitimo el
colutorio con un 25%.
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