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RESUMEN

El edema y dolor presente en las lesiones orales, sobre todo en la regién
mucosal, son un problema comun entre los seres humanos, la gravedad y duracion
de estas lesiones dependen de diferentes factores que van desde tipo de lesion
provocada hasta inmunoldgico. Derivado de esto el uso de sistemas mucoadhesivos
de liberacion han sido ampliamente estudiados, las nanofibras cargadas creadas
con polimeros destacan por sus propiedades adhesivas una caracteristica
primordial para esta aplicacion. El objetivo del presente proyecto es la produccion y
evaluacion de la efectividad de mucoadhesivos cargados con dexametasona. Por lo
tanto, este proyecto tiene como propdésito sintetizar mucoadhesivos compuestos por
nanofibras obtenidas a través de electrohilado cargadas con dexametasona fosfato
(DEX-F) de rapida absorcion, para el tratamiento del dolor y edema en lesiones de
la mucosa oral. Para lograr esto se incorporara la dexametasona en nanofibras de
polivinilpirrolidona (PVP). Se sintetizardn las nanofibras de PVP a través de la
técnica de electrohilado, sobre estas se sintetizara nanofibras de policaprolactona
(PCL) combinadas adicionadas con policarbofilo (PCF) para aumentar la adhesion
a la mucosa en el sitio afectado, se realizara el acoplamiento de la dexametasona
en las nanofibras de PVP a través de la técnica de electrohilado. Se evaluard la
biocompatibilidad “in vitro” e “in vivo” del sistema fibroso, ademas de determinar la
mucoadhesion “in vitro” y tiempo de residencia en mucosa “in vivo”, adicionalmente
se calculara permeacion “ex vivo” de las nanofibras de PVP/DEX-F/PCL/PCF. Los
resultados del presente estudio se utilizaran para futuras investigaciones, con la

finalidad de mejorar el sistema.

11



I. INTRODUCCION

La via oral es indiscutiblemente la ruta preferida para la administracién de
farmacos tanto por los pacientes como de los médicos, esto debido a sus
particulares caracteristicas como la facil administracion, versatilidad en las
formulaciones, indoloro en comparacion con la via intramuscular o intravenosa, pero
sobre todo por la buena aceptabilidad por parte del paciente (Shinkar, D. M. et al
2012, Sattar, M. et al 2014). Durante las ultimas dos décadas, el avance en la
formulacién de farmacos y la innovacion en los sistemas de liberacidon de los mismos
ha incrementado nuestro entendimiento de sobre la liberacion de farmacos dentro
del organismo humano; este conocimiento da como resultado una mejor adherencia
del paciente a su tratamiento y como consecuencia una mejor respuesta del

organismo al farmaco administrado (Kumar, S. et al 2013; Jain, KK 2020).

La distribucion de farmacos a través de la via mucosa ofrece una gran cantidad
de ventajas, de las que podemos destacar su facil administracion y que es
relativamente indolora, es constantemente presentada como una interesante
alternativa para uso localizado de farmacos en el tejido mucoso de la cavidad oral.
Otra de las ventajas que se puede resaltar es su alta biodisponibilidad y por lo tanto
bajo requerimiento en la concentracion de la dosis, resultando en una disminucion
de los efectos secundarios presentados por otras vias de administracion (Campisi,
2010; Deepak, A. et al 2018, Grewal H et al. 2012).

Los Sistema de liberacion mucoadhesivos producidos a través de la técnica de
electrohilado nos proporcionan la oportunidad de controlar la dosis administrada de
un farmaco asi como la concentracion pertinente para cierto padecimiento, esto
derivado de las formulaciones poliméricas especialmente del tiempo de degradacion
del polimero base, aunado a estas ventajas se suma la biodisponibilidad y liberacion
unidireccional de la droga en el sitio de la lesion gracias al uso de una capa

impermeable como paso final del proceso que alarga el contacto entre la mucosa y
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la red de fibras del sistema adhesivo (Perez-Gonzalez et al 2019, Dott, C et al 2013,
Masek J. et al 2017)

En las Gltimas décadas varios estudios se han llevado a cabo para determinar la
eficacia de los sistemas poliméricos en la permeabilidad y tiempo de residencia del
farmaco liberado en la mucosa oral (Vijayaraghavan, C. et al 2007, Mackie, A. R. et
al 2017). Gracias a las caracteristicas particulares de la Polivinilpirrolidona (PVP)
tales como, disponibilidad, biocompatibilidad, tiempo de degradacion y costo, esta
es considerada una excelente alternativa en la creacion de sistemas de liberacion
en la mucosa de la cavidad oral, asi mismo, la Policaprolactona (PCL) conocida por
ser un polimero impermeable, accesible y biocompatible, es repetidamente utilizado
como capa de refuerzo en las formulaciones poliméricas, ambas aprobadas por la
Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) (Kim, GM et al 2014; Vacanti,
N. M. et al 2012; Li, L. et al 2015).

En afios recientes se ha descrito numerosos métodos para evaluar la eficacia y
seguridad de los sistemas mucoadhesivos desde métodos in vitro, in vivo y ex vivo,
determinando la permeabilidad del farmaco a través de la mucosa, la
biocompatibilidad celular, tiempo de residencia, asi como ensayos in vivo de
irritacion o sensibilizacion (Bassi da Silva, J. et al 2017; Nafee, N. A. 2004; Moydeen,
A. M. 2018; Tyagi, C. et al 2014). Nafee, N. en 2003 provo que el tiempo de
residencia in vitro es mayor en la realizacion de los ensayos in vitro que en las
pruebas en la mucosa oral, esto es atribuido a la salivacién y el habla del paciente
durante la realizacion de la prueba. Por lo tanto, excelentes resultados en los
ensayos de bioadhesion no necesariamente son coherentes con el tiempo de

residencia en los ensayos con los pacientes.
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II. MARCO TEORICO

2.1 MUCOSA BUCAL

La entrada primordial hacia el tracto gastrointestinal en nuestro organismo es
la cavidad oral, donde los alimentos o substancias introducidas a través de esta
iniciaran su proceso de degradacion a través de la deglucion, este proceso inicial
de generacion de nutrientes es continuamente acompafiado con liquido salival, con
la finalidad de ser coadyuvante en el procesamiento de los alimentos, ademas de

apoyar en la limpieza de la cavidad oral (Tapash, K. G. 2005).

Aun cuando los nutrientes se absorben fuera de la cavidad oral, su
recubrimiento mucoso es altamente vascularizada que le confiere cierta capacidad
de adsorber algunas moléculas de bajo peso molecular, como farmacos. Dentro de
esta cavidad encontramos la regién oral entre las mejillas y los dientes llamada
vestibulo, ademas de las encias que son crestas de mucosa que recubre la base de

los dientes en la parte alveolar del hueso maxilar (Martini, F. H. 2007).

La cavidad bucal es delimitada por el tejido de la mucosa oral, contiene un
epitelio escamoso estratificado, dentro de este Unicamente las superficies
expuestas a la abrasion cuentan con un recubrimiento de células queratinizadas;
debido a esto la mucosa oral es considerada una barrera biofisica, protegiendo al
epitelio de riesgos bacterianos, fisicos o quimicos (Matrtini, F. H. 2007; McGuckin,
M. A. 2015).

2.1.1 COMPOSICION DEL LiQUIDO MUCOSO

El liquido mucoso es una secrecién adherente viscosa Yy translucida
sintetizada por células especializadas llamadas goblet o Caliciformes, las cuales
son células unicelulares epiteliales glandulares que delimitan todos los érganos que

estan expuestos a un ambiente externo al organismo. Desde un punto de vista del
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area de la bioingenieria la capa mucosa es un lubricante de base acuosa
excepcional, cuyas propiedades son extensivamente exploradas en muchos
ambitos de la investigacion. El grosor de la capa mucosa entre los seres humanos
se encuentra entre 55 a 440 um, esto varia entre cada especia (Bansil R, Turner
BS. 2006; Andrews GP et al 2009).

La capa mucosa la encontramos en el tracto respiratorio, gastrointestinal,
reproductivo e incluso en el recubrimiento de ojos, nariz y oidos. La mucosa esta
compuesta primordialmente por agua, y minoritariamente por diferentes moléculas
como proteinas especificas de alto peso molecular, lipidos y algunos
mucopolisacaridos que son la menos proporcion de esta. Las especificaciones de
Su composicion estan descritas en la tabla 1 (Shinkar, D. M. 2013; Silverthorn, D. U.
2008; McGuckin, M. A. 2015).

Componente % de composicion
Agua 95%
Glucoproteinas y lipidos 0.5a5%
Sales minerales 1%
Proteinas libres 05a1%

Tabla 1. Componentes del liquido mucoso

Dentro de los mucopolisacaridos encontramos a las glucoproteinas,

proteinas de alto peso molecular ensambladas con oligopolisacaridos como:

e L-fructosa

e D-galactosa

¢ N-acetil-D-glucosamina
e N-acetil-D-galactosamina
e Acido sialico

(Shinkar, D. M. 2013).
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Gracias a que la consistencia de esta capa viscosa es en esencia agua,
representa un excelente nivel de hidratacion de esta capa, vital para el
funcionamiento correcto de sus propiedades reoldgicas y biofisicas, de esta manera
su respectiva funcion. Aunque la capa mucosa es considerada como una capa
protectora no es definida como impermeable, esto debido a que permite el paso de
algunas moléculas de gran tamafo y pequefias particulas a través de él, sin
embargo, si estas moléculas se encuentran unidas a otros componentes de tipo

macromoleculares no es permitido su paso a traves de esta capa (Laffleur F. 2014).

Esta capa protectora formada por una entreverada red de mucinas se
caracteriza por ser ultrasensible a los cambios fisicos del medio externo al que esta
expuesto, como ejemplo, el cambio en el ambiente i6nico produce alteraciones en
las propiedades biofisicas y como resultado en las funciones de la capa de moco
como la hidratacion, evitar la entrada de patdégenos o sustancias nocivas para la
salud, asi como el intercambio de gases entre el epitelio y el medio exterior
(McGuckin, M. A. 2015).

Las funciones principales del moco son:

e Protectora: por su hidrofobicidad.

e Barrera: gracias a su rol sobre la absorcion en los tejidos de farmacos
y otras sustancias, asi como su influencia en la biodisponibilidad.

e Adhesion: esta sustancia viscosa ejerce fuerzas adhesivas de
cohesion y produciendo fuertes uniones en la superficie de las células
de goblet a manera de capa adhesiva.

e Lubricacion: mantener la membrana epitelial lubricada es la principal

funcién de la capa mucosa.

La produccion sin cesar del liquido mucoso por parte de las células calciformes
es requerida continuamente, ya que la capa de moco se va eliminando de manera

intermitente gracias a la digestion, solubilizacion de mucinas y degradacion
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bacteriana. La red de mucinas a un pH fisiolégico se encuentra cargada
negativamente gracias a la presencia de acido sialico y algunos residuos de sulfato,
lo que le confiere las propiedades de bioadhesion que la caracteriza (Shinkar, D. M.
2013).

2.1.2 ANATOMIA Y FISIOLOGIA DE LA MUCOSA BUCAL

De manera general la membrana mucosa tiene un amplio rango de
estructuras epiteliales dentro de la cavidad bucal en contraste con otros tejidos en
el organismo humano. Las caracteristicas biofisicas y biomecanica varian de gran
manera entre cada sitio reflejando diferencias entre las propiedades de estas
barreras. Gracias a la tecnologia de hoy en dia se pueden diferencias diferentes
patrones de maduracion en el epitelio de la mucosa en la cavidad oral (Chen YS et
al 2004).

Dentro de la mucosa oral se pueden observar tres diferentes capas del
epitelio oral, que delimita la cavidad oral, la membrana basal que da soporte celular
y finalmente el tejido conectivo. Las células epiteliales que tienen origen en las
células basales, maduran y cambian de forma, incrementando su tamafio mientras
se trasladan hacia la superficie mucosa. El epitelio oral en humanos, perros y
conejos tiene un grosor entre 500 — 800 um. El tiempo de renovacion de epitelio es
usualmente considerado entre 5y 6 dias (Shaikh R et al 2011; Shinkar et al 2013).

Este tejido epitelial es conectado por una matriz extracelular fibrosa que

contiene una gran cantidad de proteinas de grosor entre 1 a 2 um llamada
membrana basal (Figura 2) (Campisi, G. 2010; Tapash, K. G. 2005).
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Figura 1. Estructura de la mucosa oral

El grosor y caracteristicas del epitelio varia segun su locacion en la region
bucal, la gingiva y el paladar duro que son sometidas a estrés mecanico, tienen
epitelio queratinizado, por otra parte, el paladar blando y la mucosa debajo de la
lengua son no-queratinizado. Cada regién recubre un porcentaje distinto de la
mucosa bucal, por ejemplo, la mucosa masticatoria representa el 25% del total de
la superficie esto incluyendo la gingiva y el paladar duro, la mucosa delineante cubre
el 60%, mientras que la mucosa especializada tiene el 15% de recubrimiento total
de la cavidad bucal, la cual va desde el dorso de la lengua donde se lleva a cabo la
deteccidon de sabores. Cada region varia dependiendo del area en grosor de 500
pum a 800 um (tabla 2) (Tapash, K. G. 2005; Rathbone, M. J. 2015; Rossi, S. 2005).
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Dentro de los componentes destacados del epitelio oral en todas sus
regiones es la localizacion de ciertas proteinas de peso molecular entre 40y 70 kDa,

denominadas tonofilamentos

Tejido Queratinizado Grosor Permeabilidad

(Hm)
Mejilla No 500 - 600 +
Sublingual No 100 -200 ++
Gingival Si 200 -
Paladar Si 250 -

Tabla 2. Variaciones en el epitelio de la mucosa oral
(Campisi, G. 2010)

Una de las caracteristicas particulares de las células epiteliales es su consistencia
rica en uniones entre carbohidratos y proteinas, lo que le confiere una alta adhesion
entre una célula, ademas de una variada presencia de uniones intercelulares o

comunicantes (Campisi, G. 2010).

La variabilidad en la permeabilidad caracteristica de las regiones del epitelio
es primordialmente gracias a la presencia de granulos recubiertos de membrana
(MCGs), con un didmetro promedio entre 100 a 300 nm, su consistencia es rica en
lipidos que comparten al fusionarse con otras células de la membrana, debido a
estas moléculas es su variabilidad en la permeacion. En la tabla 3 se muestra el
contenido lipidico dependiendo de la region de la mucosa oral, asi como la
diferencia en la permeabilidad gracias a variabilidad de las moléculas lipidica
(Tapash, K. G. 2005; Rossi, S. 2005).

Lipidos Gingiva Paladar Piso de la Mucosa
boca bucal
Lipidos totales 55.7 65.5 116.0 94.3
Triglicéridos 16.92 1592 1112 15.72
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Fosfolipidos totales 27.0 30.5 57.6 42.7

Colesterol total 141 26.2 25.4 15.1
Sulfatos de colesterol 3.0 1.3 4.2 8.8
Ceramidas totales 4.8 2.7 1.0 0.9
Glicosilceramidas 0.0 0.0 7.5 18.4
Permeabilidad de aguaP 365 412 634 808
Permeabilidad después 0.0 0.0 0.0 2241

de la extraccion lipidica
a Expresado como porcentaje en peso de lipidos
bKp « 107 cm/min
Tabla 3. Contenido lipidico y nivel de permeabilidad de piel y mucosa oral
(Campisi, G. 2010).

La membrana basal se localiza entre el epitelio y el tejido conectivo formando
una capa adhesiva entre ellas, ademas de funcionar como soporte para el epitelio
mucoso apoyando en las propiedades mecéanicas de la mucosa oral. Esta propiedad
mecanica es proporcionada por la lamina propia (capa delgada y densa de colageno
asociada con fibroblastos, fibras elasticas, tejido linfatico, capilares y receptores
sensoriales) la cual también ayuda a transportar la sangre a los vasos sanguineos
y nervios (Pather Sl et al 2008, Shinkar DM et al 2013).

El tejido conectivo es una red de fibras de coldgeno, cuya principal funcién
es proveer estabilidad mecanica, resistencia de deformacion y elasticidad al tejido.
La mayor parte del tejido conectivo y la membrana basal, no se considera poseer
gran influencia en la difusion de muchos de los compuestos utilizados como
farmacos a nivel localizado, mas sin embargo estas regiones de la mucosa son las
causantes de las limitaciones de ciertas macromoléculas de peso molecular elevado
y otros complejos. El drenaje vascular debajo de estas estructuras es un punto de
interés elevado desde el punto de vista de la liberacion de farmacos, sobre todo
para muchos de ellos que quieren evitar el metabolismo hepético (Rathbone, M. J.
2015; Tapash, K. G. 2005; Rossi, S. 2005).

20



La submucosa es una variable del tejido conectivo de considerable
distensibilidad que sirve como union entre las estructuras inferiores en la mucosa,
ademas de proveer una red de estructuras neurales y vasculares alimentando asi
la absorcién fina de las particulas. La mayor parte de las glandulas salivales, asi
como una variable concentracion de tejido adiposo se encuentra aqui (Torello, M.
L. 2012).

El abundante suministro de sangre arterial hacia la mucosa oral es derivado
de la arteria carétida. La arteria bucal, algunas ramas terminales de la arteria facial,
la arteria posterior alveolar, asi como la arteria infraorbital son la mayor fuente de
suministro de sangre en el limite de la mejilla en la cavidad oral. debido a este
drenaje directo a la circulacion por medio de la vena yugular, las sustancias a través
de esta son mas rapida que otras vias de absorcion (Salamat-Miller, N. 2005;
Morales J. O. 2014).

Las glandulas salivales en la cavidad oral son las mas exclusivas de las
glandulas tubulo-salivales del tipo merocrino. Estas estan clasificadas de acuerdo a
su tamafio de mayor a menor, asi como por su ubicacién o tipo de células que lo

componen ya sean cerosas, mucinares o secretorias entre otras.

Las glandulas salivales estan compuestas de un sistema de ductos una
porcién acinar terminal. Las células acinares abarcan un pequefio lumen el cual
drena su contenido hacia el sistema de ductos. Las células mucosas, asi como las
células cerosas, solas o combinadas, forman la estructura acinar de las glandulas.
Las células glandulares estan rodeadas por células de forma estrellada (células
basales o de canasta) las cuales se creen que actian como células de musculo
blando apoyando en la expulsion del contenido glandular, son llamadas células
mioepiteliales (Torello M. L. 2012; Martini, F. H. 2007).
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2.1.2 FISIOLOGIA DE TEJIDOS Y ORGANOS ACCESORIOS

La superficie mucosa posee una cubierta humectante de saliva de alrededor
de 70 um, este fluido es el principal componente encargado de preservacion y
mantenimiento de los tejidos en la cavidad oral, el cual contiene la flora oral,
residuos de alimento, células epiteliales y residuos de medicamentos y productos

quimicos.

La saliva es una secrecidn exocrina mucoserosa clara y ligeramente
acidificada. El fluido en si cuando se refiere a su totalidad implica una mezcla de 3
Principales glandulas: glandula parétida la cual esta localizada en direccion opuesta
a los primeros molares del maxilar, glandula submandibular y la glandula sublingual,
estas Ultimas las encontramos en el piso de la boca, ademas de una serie de
glandulas secundarias de entre las cuales podemos mencionar las que
encontramos en los labios inferiores, paladar, mejillas y faringea. A pesar de
catalogarlas como glandulas secundarias debido a su contribucion menor al
volumen total de la saliva, el cual varia de 1 a 1.5 litros al dia, son consideradas de
gran importancia debido a los componentes protectores que estas poseen (Del-
Vigna A. P. 2008, Humphrey S.P. 2001; Sudhakar, Y. 2006).

Los tipos de células encontradas en las glandulas salivales podemos
dividirlas en tres tipos: Acinares, mioepiteliales y Células de sistema ductivo. Las
células acinares son el principal productor de secreciones, las cuales pueden ser
serosas, mucosas y mixtas; su produccion varia dependiendo de la glandula donde

se produce. (tabla 4)

Las células del sistema ductivo estan clasificadas como intercaladas,
estriadas y excretorias. Las células intercaladas son las encargadas de conectar las
células acinares secretoras con el resto de la glandula. Las células estriadas
funcionan como sistema de regulacién electrolitica en la reabsorcién de sodio. Por

otra parte, las células excretoras son encargadas de continuar con la resorcion de
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sodio y la excrecion de potasio, estas Ultimas son la Ultima parte del sistema ductil

que recorre la saliva antes de alcanzar la cavidad oral.

Las células mioepiteliales caracterizadas por su forma alargada se
encuentran alrededor de las células acinares, su principal funcion es la de
contraerse tras un estimulo neural para la liberacién de saliva hacia la cavidad oral
(Del-Vigna A. P. 2008, Humphrey S.P. 2001).

La saliva esta compuesta en su mayoria por agua aproximadamente 99%,
asi como electrolitos, dentro de los cuales podemos mencionar: sodio, potasio,
calcio, magnesio, iones bicarbonato y fosfatos. Ademas, se compone por otras
macromoléculas dentro de las cuales podemos mencionar: proteinas,
glicoproteinas, enzimas, inmunoglobulinas, mucinas y productos nitrogenados tales
como la urea, tiocianatos y amoniaco. Cada una de ellas con diferente funcion.
Bicarbonatos, fosfatos y urea actian en el mecanismo homeostatico relacionado al
pH y a la capacidad amortiguadora de la saliva; las macromoléculas como las
proteinas y mucinas funcionan como sistema de limpieza, agregacion y union de
microorganismos, asi como a la contribucion del metabolismo de la placa
dentobacteriana; el calcio, proteinas y iones fosfatos actlan como un factor
antisolutivo y mantienen el equilibrio entre la desmineralizacién y remineralizacion;
por otro lado las inmunoglobulinas, enzimas y algunas proteinas se encargan de la

funcién antibacterial.

Dentro de las enzimas podemos destacar a a-amilasa, encargada de la
disolucion de enlaces 1-4-glicosidicos; asi como a las lisoenzimas y las peroxidasas,
cuya funcion protectora es digerir las paredes celulares bacterianas; por otra parte,
la lipasa lingual, cuya actividad principal es la de digerir las grasas. La
inmunoglobulina A interviene con la adhesion de microorganismos al tejido huésped
(Del-Vigna A.P. 2008, Humphrey S.P. 2001; Sudhakar, Y. 2006).
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El pH de la saliva varia normalmente entre 5.6 y 7, lo cual implica una ligera
acidez. El pH depende del flujo al que se encuentra en ese momento oscilando de
5.3 enflujo bajoy 7.8 en flujo elevado. El pH se eleva ligeramente después de ingerir
la mayoria de los alimentos por alrededor de 5 minutos, para después caer a su
nivel mas bajo aproximadamente 15 minutos después del inicio de la masticacion.
Aungue se presentan residuos de carbohidratos potencialmente fermentables, el pH

regresa siempre a su estado basal (Del-Vigna A.P. 2008, Humphrey S.P. 2001).

Hay una gran variabilidad en el flujo salival entre cada individuo, mas sin
embargo se maneja un rango de flujo el cual puede considerarse normal para el
flujo de saliva en un estado no estimulado mayor a 0.1 mL/min, y para el flujo de
saliva en estado de estimulacion el volumen minimo aceptado es de 0.2 ml/min.
Cualquier persona con un flujo salival por debajo de 0.1 ml/min es considerado un
problema de hipo-funcionamiento. Las funciones salivales durante las etapas del

suefo son casi nulas.

La secrecion de saliva es controlada en el cerebro tanto por sistema nervioso
central simpético como el parasimpatico, mas posee activadores especificos para
Su secrecion; tres de estos estimulos en la produccion de saliva son de tipo
mecanico tales como: el acto de la masticacion; por otro lado, encontramos también
como activador a la degustacion, que con compuestos acidos se activa mas
intensamente que con alimentos tipo dulce; asi también se involucra el olfato, el cual

es el menor de los estimulantes.

Otros factores que afectan la secrecion se encuentras clasificados como
factores fisicos, tales como: dolor, algunos farmacos, enfermedades sistémicas o
localizadas que afecten de algiin modo el funcionamiento de las glandulas salivales.
El flujo total de saliva diario varia entre 0.5 a 1.5 litros (Del-Vigna A.P. 2008,
Humphrey S.P. 2001).
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Las funciones de la saliva pueden ser organizadas en 5 categorias que

funcionan unanimemente para mantener la salud oral y crear un balance, estos son:

Lubricacion y proteccion

e Funcion amortiguadora y de limpieza
e Mantenimiento de la integridad dental
e Actividad antibacterial

e Gusto y digestion

Debido a que es considerado un componente seroso, la saliva lubrica y
protege los tejidos dentro de la cavidad oral, actuando como barrera ante agentes
irritantes, tales como, enzimas proteoliticas e hidroliticas producidas por la placa
dentobacteriana, compuestos potencialmente carcinogénicos derivados del hébito
de fumar o de quimicos exdgenos, y asi como de la deshidratacion producida por la
respiracion a través de la boca (Del-Vigna A.P. 2008, Humphrey S.P. 2001).

Los mejores compuestos lubricantes presentes en la saliva son las mucinas,

las cuales son excretadas en las glandulas salivarias menores.

La funcion homeostatica de control de pH en la cavidad oral, asi como la de
eliminacibn en general estd determinada por ciertos componentes quimicos
presentes en la saliva donde el mas abundante indiscutiblemente es el agua con un
porcentaje de composicion del 99%, mientras que el 1% restante esta constituido
de iones como el bicarbonato y fosfato, asi como macromoléculas como algunas
proteinas y enzimas. De todos los compuestos quimicos presentes el mas
importante es el ion bicarbonato debido a su participacion en el sistema
amortiguador de pH, esto lo hace difundiéndose entre la placa y actuando como
amortiguador por medio de la neutralizacién de acidos debido a la formacion de

aminas a partir de iones amonio.
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Una gran parte de la capacidad amortiguadora de la saliva se atribuye a
péptidos ricos en histidina de bajo peso molecular; la urea por su parte es otro
amortiguador presente en la saliva, su funcion es la de generar iones amonio
después de ser metabolizada por la placa y asi elevar el pH de la misma. Esta
capacidad amortiguadora por parte de la saliva resulta ser mas eficiente cuando el
grado de flujo salival es elevado mientras que en flujo relativamente bajos es
ineficiente, aqui entran en accion los fosfatos importantes amortiguadores en flujo
disminuidos (Del-Vigna A.P. et al. 2008, Humphrey S.P. et al. 2001).

2.2 MUCOADHESION

El termino de adhesion ha sido consecutivamente estudiado durante las
tltimas décadas, esto gracias a que representa un papel de gran importancia en la
naturaleza a manera de diferentes implicaciones en la salud como: la adhesion
bacteriana que resulta en el perfeccionamiento de los procesos implicados en el
desarrollo de algunos dispositivos médicos para combatir procesos infecciosos. Por
otra parte, la adhesiéon también interfiere con areas no biomédicas como en la
purificacion del agua a través del biformes y el crecimiento bacteriano a nivel
industrial gracias a las biopeliculas poliméricas que actian como nutrientes
(Shinkar, D. M. et al. 2013; Salamant-miller, N. et al. 2005).

La adhesion como un proceso es definido como la fijacién de dos superficies
en este caso membranas que se enlazan entre si. Existe una gran variedad de
términos aplicables a la adhesion en diferentes &mbitos dependiendo del ambiente
donde el proceso se lleva a cabo la adhesion; cuando la adhesion se da en un
ambiente biologico se denomina “bioadhesion”, mientras que si este proceso se da
en la membrana mucosa comunmente se utiliza el término “mucoadhesion”. La
bioadhesion se podria definir como la una capa biolégica con un polimero natural o
sintético. Mientras que el termino mucoadhesion, cuando esta capa bioldgica es la

mucosa, ha sido ampliamente utilizado para referirse a una forma de lograr la
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administracion de farmacos en sitios especificos mediante la incorporacién de
polimeros adhesivos hidrofobicos incluidos en las formulaciones farmaceéuticas
(Woodley J 2011, Dott, C et al 2013).

Molecularmente hablando las interacciones adhesivas entre estas dos
superficies se pueden clasificarlas como:

e Tipo 1: adhesion entre dos fases biologicas, como la unién entre la
agregacion plaquetaria y el tejido de una herida.

e Tipo 2: adhesion de una fase bioldgica y un sustrato artificial, como la
gue se da entre un cultivo celular y las placas de cultivo que formal un
biofilme.

e Tipo 3: adhesion de un material artificial a un sustrato bioldgico, por
ejemplo, hidrogeles sintéticos a tejido blando como selladores
utilizados en odontologia unidos al esmalte dental (Chaturvedi M et al.
2011; Shaik, R. et al. 2005).

2.2.1 MUCINAS

Entre los compuestos que conforman la mucosa oral existen glicoproteinas
extracelulares de gran tamafio llamadas Mucinas, estas excepcionales moléculas
varian poseen un peso molecular entre 0.5y 20 Mda. Existen varios tipos dentro de
los que encontramos mucinas secretadas y mucinas unidas a membranas, las
cuales comparten algunas caracteristicas, como ejemplo, ambas poseen alto grado
de glicosilacion y contienen un 80 % de carbohidratos, primordialmente N-
acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, fructosa, galactosa y acido N-
acetilneuraminico. Las cadenas poliméricas de las mucinas estan formadas por 5 a
15 monomeros de estos azucares, unidas a un nucleo proteico por enlaces O-
glucosidicos a manera de "escobetilla" (McGuckin, M. M. et al 2015; Patel, M. M. et
al 2003; Bansil R. et al 2006).
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El 20% de la masa molecular es debido al ndcleo proteico, el cual oscila entre
los 200 a los 500 KDa. Cada mucina esta dividida en diferentes regiones, primero
una region glicosilada compuesta de un gran nimero de mondmeros aleatorios ricos
en serina, treonina y prolina (region STP), posteriormente en las terminales amino
y carboxilo encontramos regiones con composiciones aminicas mas representativas
de proteinas globulares que en ocasiones también se observan entre las regiones
STP. Estas regiones con un contenido de cisteina de al menos un 10% contienen
dominios similares al factor de Von Willebrand, una proteina sanguinea que
interviene en la hemostasia, asi como dominés D y dominios de nudo formados por
cistina C-terminal, caracterizados por intervenir en la dimerizacion a través de la

formacion de enlaces disulfuro (Bansil R. et al 2018; Sun X. et al 2021).

Dominios Mucinicos

No-Glicosilados Glicosilados
/)
Qo S A QY | e 000 Y
Ser Thr Pro O-linked N-Linked
vWF D CysRich VWFC Cystine Knot Repeats Oligosaccharide Oligosaccharide

Monomeros Mucinicos

I b S de b ks 1T TR g
Ll 128 YL YL 28 (28
bl e M0

Figura 2. Representacion grafica de componentes mucinicos

Codificacion genética

Actualmente existen diferentes tipos de mucinas las cuales varian en
estructura y por lo tanto en funcion, estas subclasificaciones se deben
principalmente al gen que las codifica. En los ultimos afios se han identificado
19 genes que codifican para una mucina en el ser humano, algunos
homologos a estos han sido encontrados en ratas y ratones. Solo tres del
total de genes mucinicos (MUC 1, MUC 2 y MUC5B) han sido totalmente

secuenciados, esto debido al gran tamario de la cadena por las repeticiones
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monomeéricas. Muchas de las mucinas mas pequefias unidas a la membrana
unidas a la membrana no se consideran mucinas "verdaderas", ya que solo
comparten las repeticiones STP y la glicosilacion con otras mucinas. Las
secuencias de las regiones STP son Unicas para cada mucina de cada
especie, aunque comparten regiones similares, incluso dentro de la misma
especie las regiones STP pueden variar dependiendo del lugar donde se
encuentran localizadas. Las mas importantes para la cavidad oral se
muestran en la tabla 5 (Ma, J. et al. 2017; Melhem H. et al 2021).

Mucina tipo Gen codificador
MUC:1 Superficie celular 1921
MUC4 Superficie celular 3029
MUCsg Formadoras de gel 11p15.5
MUC~ No formadoras de gel 4013-921
MUCs Presente en moco* 12924.33
MUCais Superficie celular 19913.2
MUCa9 Formadoras de gel 12q12

* la secuencia gendmica no esta completa.

Tabla 4. Mucinas de la cavidad oral

Propiedades coloidales

Una de las propiedades caracteristicas de las mucinas es su predisposicion
a formar geles gracias a su agregacion. Después de varios estudios
realizados a traves de los afios prob6 que la matriz de la textura tipo gel de
la mucosa es fomentada por las interacciones transitorias, asi como las no
transitorias. La formacion del gel en la mucosa de la cavidad oral se da a
concentraciones mucinicas por encima de los 14 mg/mL. Al realizar varias
pruebas sobre esta peculiar textura se demostrd que la gelificacion en estas
fracciones de alto peso molecular implica la interpenetracion de los

carbohidratos de cadenas laterales de las mucinas. La viscosidad del gel de
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mucinas depende del lugar donde se forme, es decir a lo largo del tracto
respiratorio, tracto gastro-intestinal, tracto vaginal o cavidad oral, mas sin
embargo lo que queda claro es que a menos pH la viscosidad de esta
estructura mucinica incrementa, ademas que la concentracion de mucinas
para la formacion del gel disminuye conforme disminuye el pH, gracias a que
se incrementa la hidrofobicidad del nucleo proteico (Melhem H. et al 2021;
Bonser LR. Et al 2019).

Las mucinas MUCs y MUC:2 son las principales responsables de estas
propiedades gelatinizantes, por otro lado, el comportamiento viscoelastico de
las mucinas depende de otros parametros ademas del pH y la concentracion,
como ejemplo, la viscosidad se ve fuertemente influenciada por pequeias
moléculas como la nicotina y algunos farmacos de bajo peso molecular, asi
como bacterias, virus y algunos micronutrientes que entran a través de la
masticacion (Linden SK. Et al 2008; Byrd JC. et al. 2004).

Propiedades Adhesivas

La red de mucinas que recubre la mucosa posee propiedades adhesivas a
diferentes sustratos gracias a las interacciones moleculares entre estos. Su
caracteristica capa de polisacaridos puede unirse con cierta fuerza tanto a
superficies cargadas como neutrales, por medio de enlaces no covalentes e
interacciones electrostaticas. Por otra parte, estas moléculas presentan
ademas uniones hidrofébicas relacionadas a regiones no glicosiladas de los
péptidos (Petrou H. et al 2018; Corfield AP. et al. 2015).

Gracias a todas estas interacciones las mucinas son ampliamente conocidas
por su firme adherencia llamada mucoadhesividad, pero también puede ser
moléculas antiadherentes, por ejemplo, a los sustratos cargados
negativamente, esto se puede deber a la repulsion de carga poli-electrolitica,
ademas del contenido de agua del sustrato y su contenido lipidico (Yu T. et
al 2014, Ma J et al. 2017).
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Mucinas

Cargadas
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Figura 3. Representacion grafica de la distribucién de mucinas en el moco

Difusion de macromoléculas

Debido a multiples factores referentes a la administracion de farmacos, el
control de la mucoadhesion y propiedades adhesivas de las mucinas es de
gran interés en muchos ambitos, esto debido a la importante influencia que
ejerce sobre el transporte a través de la mucosa hacia las capas mas internas
de la cavidad oral. Mientras que las moléculas de bajo peso molecular se
difunden rapidamente entre la red mucinica y el moco, las particulas de
mayor tamafo se filtran dependiendo tanto de su tamafio como de sus
interacciones mucoadhesivas. Esto no solo aplica para moléculas como
nutrientes o sales, sino también para seres patdogenos como ejemplo los virus
gue varian en tamafio entre 20 y 200 nm pasan con gran facilidad a través
de la red mucinica, mientras que el virus del Herpes simple siendo un virus
muy complejo en estructura es atrapado en la mucosa oral (Dhanisha SS. et
al 2017; Bonser LR. Et al 2019).

Por dltimo, es interesante mencionar que el transporte de agua y algunos
fluidos a través de la capa mucosa es un problema de dinamica de fluidos,
debido a la alta viscosidad del tejido mucoso y red mucinica, los fluidos que

entran a un gradiente de presion hacia la cavidad oral no se difunden de
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forma simple, sino que son transportados por un mecanismo de digitacion
viscoso, que es el desplazamiento inestable de un fluido mas viscoso por un
fluido menos viscoso, un suceso interesante es que la carga negativa de la
red mucinica dentro del moco evita que el proceso se invierta (Islam T. et al
2017; Bansil R. et al 2006).

Formacién de dedos viscoso

/

Direccion del
flujo del fluido

4
] l /l
Fluido de desplazamiento Fluido desplazado
(Menos viscoso) (Mas viscoso)

Figura 4. Mecanismo de difusion de fluidos viscosos
2.2.2 TEORIAS BIOADHESIVAS

La mucoadhesion o bioadhesion se considera un fendmeno bastante
complejo que aun se encuentra en proceso de ser entendido en su totalidad, por lo
tanto, el mecanismo a través del cual los polimeros son adheridos a las superficies
mucosas aun no es completamente entendidos. Sin embargo, existen diferentes y

variadas teorias de la mecénica del proceso (Shinkar, D. 2013; Sudhakar, Y. 2006).

Debido a que aun son desconocidos los requerimientos para una
mucoadhesion exitosa se han desarrollado varias teorias que detallan cuales
podrian ser las interacciones que se dan entre la mucosa oral y el material

bioadhesivo.
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Teoria de Adsorcion

De acuerdo con esta teoria, después del contacto inicial entre la superficie
mucosa Yy la matriz bioadhesiva, el material se adhiere debido a las fuerzas
de atraccién que existe entre los atomos de ambas superficies. Dentro de
estas interacciones se dan 2 tipos de uniones como los puentes de hidrogeno
y las fuerzas de Van der Waals. Las propiedades hidrofébicas del material
bioadhesivo juegan también un papel importante en el proceso de
mucoadhesion, siempre y cuando el polimero tenga naturaleza anfifilica, es
decir que poseen un extremo hidrofilico (soluble en agua) y un extremo
hidrofébico (insoluble en agua). Por otra parte, esta teoria también considera
la posibilidad de quimisorcion, esto cuando se forman uniones de tipo

covalente entre el polimero mucoadhesivo y las mucinas.

Teoria de difusion

Las bases de la teoria de difusion es la interpenetracion entre las cadenas
mucinicas de la mucosa oral y las cadenas poliméricas del sustrato adhesivo.
Después de darse el contacto inicial entre el sustrato adhesivo y la capa
mucosa, las cadenas poliméricas penetran entre la red de mucinas creando
una capa enredada adhesiva. Algunos de los factores que afectan este
proceso son: la flexibilidad de los monémeros que componen el polimero, el
area de la superficie de contacto de ambas partes, la similaridad en la
estructura quimica, asi como el coeficiente de difusion del polimero
bioadhesivo. El proceso de interpenetracion es impulsado por el gradiente de
concentracion y peso molecular del polimero utilizado, ademas del tiempo de
contacto entre ambas superficies. Se considera que para obtener una buena
adhesion el polimero utilizado debe alcanzar una interpenetracion en la capa
mucosa de 0.2 a 0.5 pum. Un factor importante a considerar en la
mucoadhesion es la solubilidad del polimero, ya que existe una mayor uniéon
bioadhesiva cuando la solubilidad del polimero es similar a la de la capa

mucosa.
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Figura 5. Interpenetracion del polimero adhesivo

Teoria de humectacion

Esta teoria describe la habilidad que posee el polimero adhesivo para
esparcirse sobre una superficie biolégica, mayoritariamente aplicado a los
liquidos o a bioadhesivos de baja viscosidad, utilizando la tension interfacial
(energia de Gibbs por unidad de area de interfaz a temperatura y presion
constante) para predecir la propagacion del polimero y, a su vez, la adhesion.
De acuerdo con esta teoria cuando del componente adhesivo entra en
contacto con la mucosa penetra entre las rugosidades de la superficie, se
endurece adhiriéndose a la superficie gracias a cambios producidos en la
superficie y energia interfacial. EI angulo de contacto es uno de los
pardmetros decisivos en la calidad de la adhesién entre el adhesivo y la
superficie mucosa, entre mas bajo sea el angulo de contacto mejor sera el

grado de adhesion.

Teoria electrénica

La hipotesis de la teoria electrénica esta basada en que el material adhesivo
y la red de glicoproteinas presentes en el tejido mucoso poseen estructuras
electronicas diferentes, por lo tanto, diferentes propiedades electrénicas lo

que permite el fenbmeno de la adhesiéon gracias a la transferencia de
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electrones. El resultado de esta interaccion es la formacion de una doble
capa eléctrica y la resultante atraccion electrostatica que se produce entre

superficies cargadas de manera opuesta.

Polimero adhesivo

P - -

- ++++++++++++++
Bicapa electrénica adhesiva

Red de
Mucinas

Figura 6. Representacion de la doble capa eléctrica de la teoria electronica

Teoria Mecanica

Toma en consideracion el efecto positivo de una superficie rugosa sobre el
mecanismo de adhesion, esto se debe a un incremento en el area del
contacto y por consecuencia el nUmero de interacciones que se da entre
ambas superficies. La teoria es mayormente aplicable a superficies rugosas

y materiales porosos.

Teoria de fractura

La teoria relaciona la fuerza requerida para separar un material adhesivo de
una superficie mucosa y la separacion de las uniones adhesivas existentes.
La teoria establece que la fuerza requerida para la fractura es mejor cuando
las fibras de la red polimérica son mas largas o cuando el grado de

entrecruzamiento entre ellas es menor.

A través de esta teoria se permite el calculo tedrico de la fuerza de fractura
o fuerza de desprendimiento de un polimero adhesivo (o) a través del médulo
de elasticidad de Young's que relaciona la elasticidad (E), la energia de
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fractura (€) y la longitud critica de fisura (L), cuya ecuacion se representa de
la siguiente manera:

o=V(E*)/L
(Schattling P. et al 2017; Boddupalli B. et al 2010; Khutoryanskiy VV. Et al
2011).

2.2.3 UNIONES ADHESIVAS

Entre la red mucinica que compone la mucosa oral y la superficie presentada
se encuentran diferentes tipos de interacciones que agilizan el proceso de
mucoadhesion. Estas interacciones o fuerzas adhesivas son el factor determinante
en el tiempo de residencia del sustrato y la fuerza con la que este es adherido (Smart
JD. Et al 2005; Singh, R. 2017).

«— Superﬂcie del sustrato

\
o Nk Q' a’
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Mucinica ) Mucoadhesién
Celula establecida
Epitelial

Figura 7. Interaccion entre mucinas y polimeros adhesivos

Entre las interacciones mencionadas encontramos las de tipo fisico o
mecanico, las cuales se refieren simplemente a la interpenetracion que posee el
material entre la red mucinica, gracias a esto entre mas fibroso sea el sistema mas
interpenetracion se presenta y por lo tanto mayos capacidad de mucoadhesion.

Ademas de las interacciones fisicas para que ocurra la adhesion, las moléculas o
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sustratos deben unirse de manera quimica a lo largo de la malla de polisacéridos

gue conforman la mucosa oral (Shinkar, D. M. 2013; Rodriguez, 1. 2000).

Los enlaces quimicos que se pueden presentar son los siguientes:

a)

b)

d)

Uniones iénicas

Este tipo de fuerzas o uniones se da entre dos iones cargados
opuestamente, una vez que la distancia entre estos es
suficientemente pequefia estos se atraen de manera electrostatica
para formar un vinculo fuerte y mas duradero. Las interacciones que
se crean a través de interacciones del tipo de Van der Waals,

disminuyen conforme la distancia entre ellos se hace mas grande.

Uniones covalentes

estos enlaces se dan gracias a que dos atomos comparten dos
electrones en pares, entre los atomos enlazados para llenar los
orbitales en ambos &tomos. Este tipo de uniones se consideran de las

mas fuertes.

Uniones Hidrofdbicas

son comunmente descritas como efecto hidrofébico, se consideran
uniones de tipo indirecta, esto ocurre cuando grupos no-polares se
encuentran presentes en soluciones acuosas, donde las moléculas de
agua cercanas a los grupos no polares forman estructuras uniéndose
por enlaces de hidrogeno, reduciendo la entropia del sistema. Para
disminuir este proceso se da un aumento en la tendencia de los grupos

no-polares a asociarse entre si.

Puentes de Hidrégeno

se trata de un tipo de atraccion dipolo-dipolo entre dos moléculas, se
considera primordialmente un tipo de atraccion electrostatica entre un

atomo de hidrogeno unido covalentemente a un atomo con alta
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electronegativo como el oxigeno, flior o nitrégeno, de esta forma se
dice que el hidrogeno se comparte, los enlaces formados por este tipo

de uniones suelen ser mas débiles que los idnicos o covalentes.

e) Puentes disulfuro

Este tipo de uniones involucra una reaccion entre el grupo funcional

sulfidrilo (SH) de dos cisteinas, donde el azufre (S°) del sulfidrilo de
una de las cisteinas actia como nucledfilo actuando en la cadena
lateral de la segunda cisteina. Durante la formacion de un puente
disulfuro se liberan electrones por transferencia. En el caso de la
mucosa el polimero reacciona con los grupos sulfhidrilo presente en
las mucinas produciendo una reaccion de oxidacion que da como
resultado un puente sulfuro-sulfuro, el ejemplo mas claro de los
polimeros adhesivos son los tiomeros (Harding, S. E. 2003;
Rodriguez, 1. 2000; Schattling, P. 2017; Sudhakar, Y. 2006).

2.2.4 ABSORCION EN LA VIA BUCAL

Debido a la ausencia de la epidermis, barrea mas grande de la piel, se
encuentra ausente la absorcion de diferentes moléculas a través de la mucosa oral
generalmente es un mecanismo bastante eficiente. La difusion pasiva es el principal
mecanismo de absorcion en el tejido mucoso, mas sin embargo a lo largo de la
mucosa oral existen mecanismo de transporte activos como proteinas acarreadoras
gue transportan pequefias moléculas, tales como monosacaridos y algunos
aminoacidos. Otro mecanismo de absorcion que se presenta en la mucosa oral es
la endocitosis donde las moléculas de mayor tamafio son introducidas por vesiculas
celulares (Campisi, G. 2010; Escobar-chavez, J. J. 2008; Hao, J. 2003; Smatrt, J. D.
2005).
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Existen dos caminos o rutas de absorcion que regularmente se observan en
la mucosa tras la difusion pasiva: transcelular y paracelular. Dentro de la absorcion

paracelular, también llamada intercelular, se encuentran 2 tipos:

e Hidrofébico: donde estan involucrados los dominios lipidicos de la
membrana celular.
e Hidrofilico: relacionado a los canales acuosos asociados con las

cabezas polares de los grupos lipidicos y las proteinas.

(Sistema de liberacién)

A4
Intracelular Intercelular

Figura 8. Representacion esquematica de las vias de absorcion

Factores que afectan la absorcion
Los factores que afectan la absorcion de las moléculas son principalmente

sus propiedades fisico-quimicas, de las cuales destacan las siguientes:

e Solubilidad: una molécula con baja solubilidad produce un gradiente
de concentracion plasmatico y, por lo tanto, una baja velocidad de

difusion.
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Coeficiente de particion: las moléculas con propiedades lipofilicas
altas tienen la capacidad de permearse a través de la ruta transcelular
al fraccionarse en lipidos de la matriz intercelular, mientras que los
compuestos hidrofébicos se difunden rodeando la estructura celular
por la via paracelular, existen incluso algunas moléculas capaces de

absorberse a través de ambas vias al mismo tiempo.

Cristalinidad: el grado de cristalizacion de las moléculas, asi como la
actividad termodinamica esta estrictamente relacionada con la

concentracion difundida de la misma.

Tamafio de molécula: la permeabilidad las moléculas aumenta
conforme el tamafio de las mismas disminuye, por ejemplo, una
molécula de un peso molécula menor a 100 Dalton tiene la capacidad
de penetrar la membrana mucosa rapidamente, mientras que
moléculas como péptidos, oligonucleétidos y hormonas exhiben un

bajo grado de permeabilidad y por lo tanto baja biodisponibilidad.

Grado de ionizacién: las moléculas exhiben un grado méaximo de
absorcion cuando estas no se encuentran ionizadas, de esta manera
la permeabilidad de las moléculas disminuyo conforme su grado de
ionizacion aumenta (Salamant-Miller et al. 2005; Laffleur F. 2014,
Mansuri et al 2016).

2.2.5 SISTEMAS MUCOADHESIVOS DE LIBERACION

El estado fisico y la composicion de las formulaciones son una caracteristica
imperativa en la disolucibn de los sistemas adhesivos y por lo tanto la
biodisponibilidad del farmaco. Sin embargo, el contante flujo de saliva y la movilidad
del tejido que lo rodea representan un desafio para la liberacion de farmacos a

través de la mucosa oral, para superar este problema se emplean polimeros con
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caracteristicas adhesivas en la formulacion de sistemas de liberacion
mucoadhesiva, los mas utilizados gracias a sus caracteristicas son los resumidos
en la tabla 6 (Sofi HS. et al 2020; Zhang H. et al 2012; Sattar M. et al 2014).

Polimero Fuerza adhesiva
Poli (acido acrilico) 185.0
Poli (metil vinil éter) 147.7
Metil celulosa 128.0
Hidroxipropil metil celulosa 125.2
Metil etil celulosa 117.4
Gelatina 115.8
Pectina 100.0
Poli (vinil pirrolidona) 97.6
Poli (etilenglicol) 96.0
Poli (alcohol vinilico) 94.8
Poli (hidroxi etil metacrilato) 88.4

Tabla 5. Polimeros mucoadhesivos y su potencial de adhesion

El tamafio de las formas farmacéuticas bucales se encuentra restringido por
la limitada area disponible para aplicacion en la cavidad oral, esto en algunos casos
puede limitar la cantidad de farmaco incorporado en la formulacién. En general, un
sistema de liberacion a través de la mucosa oral debe poseer un tamafio entre 1 a
3 cm? y una concentracién maxima de farmaco de no mas de 25 mg/dia. La forma
puede ser variable, aunque un elipsoide es la forma mas aceptada por los pacientes,
el grosor de la forma farmacéutica usualmente no exceder algunos milimetros,
mientras tanto el tiempo de residencia para un sistema mucoadhesivo en la cavidad
oral de no mayor a 4 hrs, gracias a su corto tiempo de renovacion celular. Ademas
de esto, las formulaciones farmacéuticas deben enmascarar el sabor de acuerdo a
la poblacién a la que sera dirigida, utilizar polimeros que no generen irritacion al sitio
de administracion (Netsomboon, K and Bernkop-Schniirch, A. 2016; Shinkar, D. M.
2013; Roy SK et al. 2010).
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Los sistemas de liberacion mucoadhesiva pueden dividirse de acuerdo a su

forma farmacéutica en:

Tabletas:

A diferencia de las tabletas que regularmente ingerimos las tabletas
adhesivas bucales pueden ser administradas sin la necesidad de beber un
liguido. Las tabletas bucales generalmente son pequefias, delgadas de
forma ovalada con un diametro promedio entre 5 y 8 mm, estas se
caracterizan por adherirse de manera suave a la mucosa oral y mantenerse
el en sitio de accidn hasta su disolucidn o hasta que la liberacion del farmaco
ha sido completada. Las tabletas bucales pueden adherirse a diferentes sitios
dependiendo de las necesidades del paciente como el paladar, mucosa de la

mejilla y la gingiva.

Generalmente, la preparacion de las tabletas bioadhesivas se da por
compresion directa, aunque también se pueden emplear algunas técnicas de
granulacion. Con la intencion de crear un sistema de liberacién unidireccional
las tabletas son creadas con las caras recubiertas con materiales a prueba
de agua, excepto el lado que sera adherido a la mucosa, esto se hace por
diferentes técnicas siendo la méas utilizada por spray. Las tabletas multicapa
se preparan afiadiendo las capas en secuencia por compresion de los

ingredientes o bien por técnicas de granulacion humeda.

En algunas ocasiones, el farmaco es formulado en diferentes estados fisicos
como microesferas, previo a la formulacién de la tableta por el método de
compresion esto con la finalidad de alcanzar ciertas propiedades importantes
para este tipo de formulaciones como el alargamiento del tiempo de

liberacion del farmaco.
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La bioadhesion de las tabletas se alcanza a través de la deshidratacion de la
mucosa oral en presencia de saliva. Algunas tabletas aumentan sus
propiedades mucoadhesivas a través de la utilizacion de algun modificador
espesante o agente de bioadhesion en su formulacién, tales como Noveon o
Carbopol, entre otros.

El desafio mas grande que se debe superar en las formulaciones de las
tabletas bioadhesivas es su flexibilidad, lo que afecta de forma importante el
porcentaje de aceptacion por parte de los pacientes, cuando su utilizacion es
por un largo periodo de tiempo o requieren utilizarlos de forma consecutiva,
aungue esta problematica es superada por sus ventajas como: estabilidad de
la formulacion, entrega localizada del farmaco y liberacion sostenida del
mismo (Koirala S. et al. 2021; Nafee NA et al. 2004).

Parches:

Los parches bioadhesivos son sistemas laminados con la capacidad de
erosionarse, estos estan compuestos por una capa de liberacién, donde el
farmaco es liberado de manera sostenida y controlada. Los parches
adhesivos orales no varian mucho de los parches transdérmicos
ampliamente utilizados en el area médica, excepto que las caracteristicas

adhesivas requeridas son distintas en fuerza de adhesion.

Los parches mucoadhesivos son formulados a por varios métodos de los que
destacan la fundicion de solvente o solventes, donde el polimero cargado con
el farmaco es vertido sobre una capa impermeable pre-fabricada; por otro
lado, esta la molienda directa de sus componentes para después darles la
formay el grosor deseado. La capa impermeable le da a la formulacién varias
caracteristicas mecéanicas como farmacologicas, tales como prevenir la
perdida de farmaco a través de la cavidad oral por la salivacion, entrega

unidireccional del mismo ademas de minimizar la deformacion vy
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desintegracion de la forma farmacéutica (Hombach J et al. 2010; Mansuri et
al 2016).

Filmes:

Los films bioadhesivos se prefieren a las tabletas adhesivas debido a su
flexibilidad y por lo tanto confort al utilizarlos. Por otra parte, son mas
utilizados que los geles o unglentos por los profesionales de la salud gracias
a su extensiéon en los tiempos de residencia en el sitio de afeccion, esto
debido a la capa impermeable que los compone. Aunado a esto proveen
proteccion en caso de tratarse de lesiones superficiales de la mucosa, dando

resultados mas eficientes en el tratamiento de enfermedades orales.

El film ideal debe cumplir con distintas caracteristicas como ser
considerablemente flexible, suave y elastico, pero ademéas ser lo
suficientemente resistente para evitar su ruptura por debido a los
movimientos de la cavidad oral; por todo lo anterior si accidentalmente el
paciente se llegase a tragar un film no deberia provocarle ningan tipo de

incomodidad. En estos aspectos son muy parecidos a los parches.

Los films al igual que los parches en el pasado se formulaban por
evaporacion del solvente, mas sin embargo recientemente se ha utilizado
moldeo por fusion caliente, que a diferencia del primer método es rapido, bajo
costo y amigable con el medio ambiente ya que no existe evaporacion
considerable de solvente (Rajaram DM and Laxman SD 2017; Verma S.
2018).

Unglentos y geles:

Este tipo de formulaciones son sistemas de liberacion de farmaco
semisolidas adhesivas basadas en hidrogeles, la idea principal es ampliar el
tiempo de residencia del farmaco en el area afectada y por consecuencia

mejorar la biodisponibilidad. Estos sistemas de liberacion funcionan
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principalmente atrapando las moléculas de farmaco, las cuales son

lentamente liberados por difusion o erosion posterior a la hidratacion del gel.

Dentro de las ventajas del uso de los geles podemos destacar el contacto
inmediato con la superficie mucosa y por consiguiente la liberacion del
farmaco de manera rapida en el sitio deseado de aplicacién, aungue no son
la primera opcion para los profesionales de la salud debido a que su uso
resulta en un pobre control de la dosis aplicada, es debido a esto que los
geles poseen pocas o limitadas aplicaciones debido a que en sitios de
aplicacion de dificil acceso es complicado su uso, pero son muy utilizados

para sistemas de liberacion oftalmolégicos asi como para ginecoldgicos.

Es comun que en las formulaciones de los hidrogeles se utilicen agentes de
bioadhesion como los carbomeros, con la intencibn de mejorar sus
caracteristicas mucoadhesivas y mejorar el tiempo de residencia en el sitio
de la lesion (Roy S. K. and Prabhakar B. 2010; Russo E. et al. 2016).

2.3 NANOFIBRAS MUCOADHESIVAS
2.3.1 ELECTROHILADO

Desde el afio 2012 la formacion de fibras a escalas nanométricas construidas
por la técnica de electrohilado han tomado suma importancia en el campo de la
entrega de farmacos. Durante este tiempo esta habilidosa técnica ha sido utilizada
para desarrollar nanofibras de diferentes sustancias, de las cuales destacan: los
polimeros, metales y compuestos ceramicos. ademas de la formacion de las
nanofibras se ha incursionada en diversos aspectos para la incorporacion de
farmacos en forma de solucion e incluso en forma de nanoparticulas. Una de las
ventajas mas notables sobre esta técnica es su bajo requerimientos para realizar el
proceso de electrohilado, solo se requiere de algun solvente para disolver y

dispersar el compuesto a incorporar. La técnica depende de la formacion de un
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campo eléctrico entre la aguja de la jeringa donde se encuentra la solucién y un
colector de tipo metalico, esto a traves de la utilizacién de una fuente de poder y un
amplificador, de manera que los requerimientos energéticos se disminuyan. (Figura
8) (Varghese J. et al.2019; Bhardwaj, N. et al 2010).

Colector

Solucién polimérica

ey

|
|||

Alto voltaje

Figura 9. Diagrama de dispositivo de electrohilado

Dichas nanoestructuras fibrosas formadas a través de este fascinante
método poseen extraordinarias caracteristicas, destacando notables propiedades
mecanicas y una amplia area de superficie. Comparada con otras técnicas de
obtencion de membranas, la técnica de electrohilado permite la formacién de una
membrana con un alto grado de porosidad, gracias al intercalado de las fibras,
excediendo el 90% de porosidad (Hu, X. et al 2014; Khalf, A. et al 2017).

Debido a estas caracteristicas particulares las membranas electrohiladas o
andamios fibrosos han sido empleadas para diferentes sistemas de liberacion de
sustancias activas en la industria farmaceéutica, ademas de su uso en muchos otros
campos de aplicacion como la industria textil y la industria ambiental. Aunque la

formacion de estas estructuras ha sido ampliamente estudiada en los ultimos afios,
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aun queda un amplio campo de estudio gracias a la incorporacion de nuevos
farmacos o nuevas bases poliméricas (Haider, A. et al 2015; Ahmed, F. E. et al
2014).

Parametros de la técnica

La variacion de los parametros correspondientes al proceso de
electrohilado, asi como los relacionados con la solucién, puede llevar
a la creacion de un sinfin de variaciones en las propiedades vy
morfologia de las nanofibras creadas. Gracias a estas variaciones el
personal encargado de la manipulacion del aparato del electrohilado
tiene la capacidad de generar desde fibras bien definidas de diferentes
diametros hasta fibras con bulbos o con forma de liston, por otra parte,
gracias al control de operacion de las condiciones también se pueden
crear fibras con distintos grados de porosidad mostradas en la Figura
8 (Haider, A. et al. 2018; Bhardwaj, N. et al.2010).

Figura 10. Variaciones en la formacion de nanofibras a través de la

técnica de electrohilado.
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Al dia de hoy, los andamios fibrosos has sido creados a partir de al
menos mas de un centenar de distintos polimeros, gracia a la
disolucion de estos polimeros en diferentes tipos de solventes,
preferentemente polares. Mas sin embargo el control de los
pardmetros aun es un tema que debe mejorarse (Hu X et al. 2014;
Thakkar S et al. 2017).

Por tanto, existen diferentes factores que afectan tanto el correcto
funcionamiento del aparato de electrohilado como la morfologia de las
fibras producidas. Estos factores pueden dividirse en parametros del
electrohilado, de la solucién y ambientales, a su vez dentro de los
parametros de electrohilado podemos destacar el campo eléctrico
aplicado, la distancia entre la aguja y el colector, el flujo administrado
y el diametro de la aguja. Los parametros de la solucién incluyen la
polaridad el solvente, la concentracion del polimero, viscosidad y
conductividad de la mezcla. Mientras que entre los parametros
ambientales se encuentran la humedad relativa del entorno, asi como
la temperatura al momento de electrohilar (Garg, K. et al. 2011;
Valizadeh, A. and Mussa Farkhani, S. 2013).

Todos los parametros antes mencionados afectan directamente la
formacion y homogeneidad de las fibras. Gracias a una inmensa
cantidad de estudios e investigaciones es bien sabido que el flujo de
corriente que fluye desde la fuente de poder provee hacia la solucién
polimérica gracias a una aguja metalica, provoca la deformacion de la
gota en la punta produciendo el cono de taylor consecuentemente este
se elonga finamente hasta formar fibras de diametros nanométricos.
Este parametro de voltaje requiere ciertas variaciones dependiendo

del polimero que se planea electrohilar, esto se debe a al estiramiento
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de la solucion polimérica y a la carga de repulsion proveniente del
chorro de polimero expulsado por la aguja, de la misma forma un
incremento del voltaje aplicado por encima de los valores requeridos
para cada polimero puede resultar en un incremento de didmetro de
las nanofibras, asi como la formacién de nddulos en las fibras (Wang
C. et al 2019; Bhardwaj, N. et al 2010; Huang, Z. M. et al 2003).

Figura 11. Elongacién del cono de Taylor.

Por otra parte, el incremento de la tasa de flujo por encimas de los
valores requeridos por cada polimero, lleva como resultado la
formacion de cuentas en las fibras y en algunos casos gotas de
material no electrohilado que se depositan en el fondo de la caja
contenedora, debido a la evaporacion incompleta del solvente. Asi
mismo, del otro lado del proceso la disminucién del flujo por debajo de
los 0.05 ml/hr conlleva a la solidificacion de la solucién polimérica y
por tanto el taponamiento de la aguja (Beachley V. et al 2009; Ahmed,
F.E. et al 2015).

El proceso de electrohilado para la produccion de fibras ademas
depende el estiramiento del estiramiento del chorro polimérico
cargado, este parametro se ve afectado por la concentracién y la
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viscosidad de la solucion polimérica. Cuando la concentracion es
demasiado baja el campo eléctrico aplicado y la tension superficial
causando que el entrecruzamiento de las cadenas poliméricas se
rompa entre si antes de llegar al colector. La seleccion del solvente es
otro de los factores clave para la produccion de nanofibras
electrohiladas homogéneas y sin cuentas. Los factores mas
importantes a considerar a la hora elegir el solvente adecuado para la
disolucion del polimero son la polaridad el factor de ebullicion de este,
el cual debe ser bajo ya que debe evaporase antes de llegar al
colector, sin embargo, los solventes con altos grados de evaporacion
son comunmente evitados debido a que se evaporan dentro de la
aguja de inyeccién produciendo taponamientos (Duque, L.M. et al
2014; Wang C. et al 2019).

2.3.2 LIMITACIONES DE LA VIA TRANSMUCOSA

La via transmucosal son alternativa atractiva para la administraciéon de
farmacos a través de la via oral para pacientes que tienes dificultades para deglutir,
especialmente los pacientes geriatricos y pediatricos. Esta ruta de medicacion
involucra mecanismos como la permeacién de farmacos a través de las capas
epidérmicas hacia la circulacion sistémica. Sin embargo, el bajo grado de absorcién
de algunos medicamentos limitan su uso en patologias agudas, esto da como
resultado que esta via de administracion sea menospreciada por los profesionistas
de la salud ya que no estan familiarizados con los principios de esta ruta de
liberacién y por lo tanto existe incertidumbre acerca de su eficacia. Asi mismo a
pesar de existir un sin numero de estudios que avalan resultados favorables para
estos sistemas de liberacion, la falta de una clara orientacion hacia su utilizacion en
clinicas y hospitales son la principal barrera para su uso (Lam JKW et al 2020; Patel
VF et al 2011).
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2.4 BIOCOMPATIBILIDAD

En las Ultimas décadas los biomateriales han sido de gran importancia entre
los profesionales del area médica para mejorar la calidad de vida de sus pacientes.
Ademas de la eficacia de un sistema de liberacion creado con biomateriales es de
vital importancia la evaluacion de su grado de respuesta por parte del organismo
receptor. La toxicologia juega un papel fundamental en el desarrollo de nuevos
biomateriales para garantizar que el material creado de distintas fuentes, tanto
naturales como sintéticas, es seguro para ser utilizado en aplicaciones médicas en
humanos. Antes de crear cualquier dispositivo médico que estara en contacto con
un ser humano se debe tener muy claro cual sera su prop0sito y su interaccion con

los sistemas biolégicos del individuo (Moharamzadeh K 2017; Marin E et al. 2020).

La evaluacion de las propiedades biocompatibles de un material es un
requisito forzoso para cualquier aparato destinado para aplicacion clinica. La
biocompatibilidad se refiere a la habilidad de un material de actuar con una
respuesta apropiada en una aplicacion especifica, de acuerdo con el consenso
realizado por la sociedad europea de biomateriales en 2005. Donde se establecié
que la evaluacion de la biocompatibilidad de un biomaterial se encuentra
estrechamente relacionado con el area del cuerpo donde seré aplicado, ya de esto
dependen los protocolos que se utilizaran para su evaluacion. Debido a que la
respuesta por parte del organismo receptor es muy variada por parte del huésped,
la evaluacion de la biocompatibilidad destinado para su uso clinico es un largo
ensayo, que requiere de una serie de pruebas planeadas cuidadosamente. Estos
procedimientos han sido estandarizados a un nivel internacional y son descritos a
detalle en la norma ISO 10993 (Raut HK et al. 2020; Jurak M et al. 2021).

La biocompatibilidad puede ser examinada ya sea “in vitro”, utilizando las

células apropiadas, las cuales representan un factor clave durante los procesos de

cicatrizacion de una herida y regeneracion del tejido involucrado, o bien “in vivo” a
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través de la implantacion del sistema polimérico o por inyeccion de sus materiales

al torrente sanguino o sistema muscular (Giardino R et al 2017).

De acuerdo con la Asociacion de Ciencias de los Materiales de Norte América
(NAMSA por sus siglas en ingles), la evaluacion efectiva de los dispositivos médicos

esta dividida en 4 fases fundamentales:

Fase 1. Esta fase re refiere al aspecto fisico, quimico y biolégicos de los
componentes del material desarrollado.

Fase 2. Aqui es donde se lleva a cabo los ensayos de biocompatibilidad de
los materiales, ademas de determinarse que pruebas deberan realizarse basados
en la norma ISO 10993.

La siguiente tabla ilustra los ensayos requeridos por la FDA (Food and drug
administracion) para determinar la clase de pruebas que se llevaran a cabo
dependiendo de las siguientes variables:

e Aplicacion que se le dara al material
e Tipo de tejido con el que entrard en contacto

e Tiempo que permanecera el material en el sitio de accion
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Figura 12. Guia de seleccion de ensayos de Biocompatibilidad
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Fase 3. Cubre la validacion del producto y del proceso, el cual incluye control
ambiental del proceso, control de manufacturacion, proceso de esterilizacion y
calidad final del producto.

Fase 4. Esta fase final esta relacionada con la liberacion del producto al
mercado y procedimientos de auditoria periddicos.

En general los dispositivos biomateriales deben ser probados en la forma
final del producto como seran usados en el sitio de accién, mas, sin embargo,
también es necesario probar todos sus componentes por separado ya que
individualmente puede presentar cierto grado de toxicidad (Schuh JCL et al 2019;
Williams DF 2015).

2.4.1 ENSAYOS “IN VITRO”

Las pruebas “in vitro” realizadas para los biomateriales con una aplicacion
clinica son desarrolladas para estimular algun tipo de reacciones bioldgicas por
parte del organismo al momento de entrar en contacto y permanecer durante cierto
tiempo con el material destinado a uso clinico. Los nuevos materiales desarrollados
deben demostrar los efectos adversos que pueden exhibir antes de entrar en
contacto con el cuerpo humano. Los ensayos “in vitro” han sido utilizados para
examinar biomateriales buscando niveles de biocompatibilidad, asi mismo los
avances en las técnicas de cultivo celular han generado modelos celulares
aceptables para la evaluacion de ciertos aspectos de biocompatibilidad
relacionados con las caracteristicas de los materiales desarrollados. Sin duda
alguna, los ensayos “In vitro” poseen protocolos mucho mas faciles y econémicos,
ademas de servirnos de guia sobre los ensayos “In vivo” que deberian realizarse

posteriormente (Sengupta D et al. 2014; Keong LC Et al. 2009).

La toxicidad total o parcial de cualquier material o dispositivo medico varia
dependiendo del grado de separacién y de la toxicidad de sus componentes
solubles, por esto en algunas ocasiones se utiliza un extracto del material para la

realizacion de la técnica. La cantidad de compuestos extraibles del material a
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evaluar se encuentra relacionado con el area superficial y el grosor del dispositivo.
La seleccion de las condiciones especificas para el disefio de cada ensayo es
afectada por diversos factores, dentro de los cuales podemos destacar el propdésito
y localizacion de utilizacion del dispositivo o material, el grado de degradacion del
material a diferentes temperaturas y por ultimo el tiempo de contacto estimado
(Roggen EL 2011; Andersen ME et al. 2010).

Para la aplicacion exitosa de cualquier ensayo “In vitro” la existencia de un
método validado apropiado por un comité cientifica es indispensable. En 1982 la
armonizacion internacional de ensayos de toxicidad (IHTT) describié a detalle los
pasos requeridos para reducir los ensayos donde se utilizan animales para
propdsitos regulatorios, ya que ahora estos ensayos son aceptados por agencias
regulatorias en lugar de los que utilizan animales (Schuh JCL et al 2019; Roggen El
et al. 2011).

Los modelos “In vitro” incluyen una amplia lista de modelos celulares que va
desde células primarias hasta células genéticamente modificadas. La toxicidad se

mide en términos de citotoxicidad, muerte celular y genotoxicidad.

e Citotoxicidad
Las pruebas de citotoxicidad se encuentran entre las pruebas mas
utilizadas para predecir la capacidad toxica de un material o dispositivo
meédico, estos son requeridos para todo biomaterial disefiado, debido
a que provee una evaluacion rapida del material y la posibilidad de
descartar compuestos téxicos antes de ser expuestos a modelos
animales, ademas de darnos una idea del rango de concentracion que
deberia ser utilizado con el fin de causar el minimo dafio al tejido u
organo donde sera aplicado. Los protocolos empleados para evaluar
este parametro son expuestos en la norma 1SO10993-5 (Test for in
vitro citotoxicity), donde se detalla el tipo de célula a utilizar, duracion

de la exposicion, asi como mejor método de ensayo para cada
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material. Diversos tipos de células han sido propuestas o
desarrolladas para los ensayos “In vitro” con el propdsito de mantener
la integridad genética y caracteristicas morfolégicas del cultivo celular
y asi asegurar la reproducibilidad del método. Los fibroblastos son las
células mas utilizadas para la evaluacion de biomateriales gracias a
su mantenimiento relativamente sencillo en comparacion con otras
lineas celulares, ademas de probar una excelente correlacion con los
ensayos realizados en animales, aunque la linea celular depende en
su totalidad del lugar de aplicacion del biomaterial. Los métodos més
utilizados para la evaluacion son el ensayo MTT, Ensayo Rojo neutro
y el ensayo de formacién de colonias, donde se buscan caracteristicas
como:

Perdida de la integridad

Liberacion de enzimas citosolicas

Deficiencia en los procesos metabdlicos

Reduccioén de la sintesis de ADN

o k> N

Inhabilidad de continuar con la replicacion
(Adan A et al. 2016).

Muerte Celular

La toxicidad de un material es sinébnimo de muerte celular
regularmente, dentro de este concepto se encuentran dos términos
descritos gracias a sus cambios morfologicos y bioquimicos, la
necrosis y apoptosis. La necrosis normalmente ocurre por una serie
de estimulos patoldgicos, este proceso afecta las células vecinas,
mostrando inflamacibn de los organelos citoplasmaticos
especialmente las mitocondrias, finalizando con la ruptura de la
membrana plasmatica.

Mientras que la apoptosis es una respuesta genética de las células
conocida como “suicidio celular”’, este proceso juega un papel

imperativo en la homeostasis del tejido ademas de estar relacionada
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con diversas enfermedades como el cancer. Comunmente la
apoptosis es caracterizada por una visible condensacion de la
cromatina nuclear, acompafada por la ruptura del nucleo,
compactacion de los organelos hasta finalizar con la asimétrica
perdida de la distribucién de fosfolipidos en la membrana plasmética,
mas, sin embargo, debido a que no suele presentarse ruptura de la
membrana este tipo de muerte celular no afecta a las células
circundantes, el proceso termina con la fagocitacion de los residuos
celulares por macrofagos tisulares. Usualmente se utiliza la citometria
de flujo para determinar estos parametros. (Elmore S. 2007) Las
diferencias caracteristicas de estos dos tipos de muertes celulares se
encuentran en la siguiente tabla.

Apoptosis Necrosis

Afecta la dispersién celular
La cromatina es marginada en

forma de media luna

Escisiéon Internuclear

Organelos intactos
Formacion de cuerpos

apoptoticos

Presencia de fosfatidilserina

expuesta

No inflamacién observada (in

Vivo)

Afecta las células circundantes
La cromatina es marginada
como pequefios agregados

Escisiéon de ADN aleatoria

Organelos hinchados

Ruptura celular

Liberacion de contenido

celular

Inflamacion  observada (in

Vivo)

57



e Genotoxicidad

El termino genotoxicidad incluye una amplia cantidad de sucesos
incluyendo la mutacion, el dafio al ADN o la produccién de aductos de
ADN, por lo que el ensayo determina mutacion de genes, cambios en
la estructura o numero de los cromosomas, protocolo descrito en la
norma ISO 10993-3. Los ensayos pueden ser clasificados en base a
estos cambios, mas sin embargo ninguno de los métodos de estudio
es capaces de detectar todos los cambios, por lo que es recomendable
emplear varios protocolos para su evaluacion. Los métodos de
evaluacioén son llevados a cabo empleando microorganismos o células
de mamiferos, dentro de los méas utilizados se encuentra el ensayo
Cometa (Luo T et al. 2018).

2.4.2 ENSAYOS “IN VIVO”

Los ensayos “in vivo” son considerados como una extension de los estudios “in
vitro”, ya que la capacidad de un biomaterial de ejercer cierto grado de
biocompatibilidad no puede ser predicha solo por alguno de estos dos ensayos, sino
gue son complementarios. Asi mismo, los ensayos “in vivo” permite el avance de
investigaciones a largo plazo ademas de ofrecer la mimetizacién del ambiente
biolégico donde el biomaterial o dispositivo sera aplicado, probando asi su
biofuncionalidad. Aunque son pruebas con muchas ventajas también poseen ciertas
limitaciones que deben ser consideradas como: instalaciones apropiadas para la
realizacion de las pruebas, profesionales encargados de cada etapa (Veterinario e
Histopatélogo), ensayos con tiempos prolongados, costos elevados, pero sobre
todo y méas importante las diferencias existentes entre los sistemas anatdmicos,

bioldgicos vy fisiopatoldgico entre los animales y los humanos (Anderson JM 2016).

Para el correcto desarrollo de los estudios “in vivo” se debe cumplir con las éticas y

normas legales internacionales en experimentaciébn animal, por esto deben
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revisarse los pre-requesitos requeridos en la investigaciéon de animales. Estas

normas y guias de ética pueden ser resumidas en las tres R’s:

e Reemplazo: Los animales pueden ser utilizados, solo si no existen

ensayos experimentales sin el uso de modelos animales disponibles.

e Reduccién: El nimero de animales utilizados debera ser el minimo

posible para obtener resultados confiables.

e Refinamiento: Las investigaciones en animales sol pueden llevarse a
cabo una vez que los ensayos “in vitro” han sido concluidos (Giardino
R et al 2017).

Ademas de lo antes mencionado, durante las pruebas en animales debe regularse
el uso y aplicacion de correctos protocolos quirdrgicos de anestesia y analgesia a
los sujetos de prueba, en un ambiente estéril controlado bajo la responsabilidad de
un especialista. Durante estos procesos el estrés y dolor del animal debe ser
evitados en la medida de lo posible. Al finalizar cada ciclo de experimentacion se
debe aplicar al animal Eutanasia bajo protocolos humanitarios de acuerdo con los
comités de ética encargados. El protocolo del procedimiento debe sera claro y
describir a detalle el objetivo de la investigacion, aclararse el uso de animales y la
falta de técnicas “in vitro” que puedan suplir dichos resultados, y por ultimo el
protocolo de ensayo debe ser previamente aprobado por el comité de ética
encargado de la institucion. Los ensayos mas utilizados para la evaluacion de la
biocompatibilidad “in vivo” son los ensayos de irritacion, ensayos de sensibilizacion,

ensayo de efectos post-implantacion y hemocompatibilidad (Huzum B et al 2020).
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lIl. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la eficacia de un sistema mucoadhesivo fibroso multicapa para la liberacion

de dexametasona fosfato a través de la mucosa oral.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar un sistema fibroso multicapa (PVP/PCL/PCF) a través de la técnica

de electrohilado.

e Caracterizar la biocompatibilidad “in vitro” del sistema fibroso (ensayo MTT:
Lfy Mc en SP)

e Caracterizar la biocompatibilidad “in vivo” del sistema fibroso (ensayo de

sensibilizacién: Ratones Balb/c)

e Realizar estudios de permeacion “ex vivo” (Células de difusion vertical

Franz/Tejido mucoso)

e Realizar estudios de mucoadhesion “in vitro” (analizador de texturas
Brookfield CT3/Tejido mucoso)

¢ Realizar ensayo de tiempo de residencia “in vivo” (6 voluntarios saludables)
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IV. HIPOTESIS.
Un sistema mucoadhesivo fibroso multicapa cargado con dexametasona fosfato

puede ser utilizado eficientemente para la liberacién de farmaco a través de la

mucosa oral.
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V. METODOLOGIA

5.1 MATERIALES

PCL: CAS Number: 24980-41-4 (P.M 80,000), PVP: CAS Number 9003-39-8 (P.M
40,000) comprados en Sigma-Aldrich. PCF: CAS Number 9003-97-8 donado por
Lubrizol Advanced Materials, Inc. DEX-F: CAS Number 2392-39-4 comprado en
Spectrum Chemical Manufacturing Corp. Agua deionizada (DW), Cloroformo (CF):
CAS Number 67-66-3 and metanol (MeOH): CAS Number 67-56-1 se utilizaron para

preparar todos los reactivos.

5.2 PREPARACION DE DISOLUCIONES

Una solucién al 50% (w/v) de PVP en agua destilada/metanol en una relacion 1:1
sera preparada en bafio maria a 80°C con agitacion constante, hasta su total
disolucién. Una vez disuelta, se dej6é asentar la solucién a temperatura ambiente
durante la noche para remover posibles burbujas. Ademas, se realizaran mezclas
de formulacién de la solucion polimérica de PVP al 50 %, con aproximadamente 8

mg de Dexametasona en cada andamio.

De igual manera una solucion al 10% (w/v) de PCL en metanol/cloroformo en una
relacion 1:1 sera preparada en bafio maria a 80°C con agitacion constante, por otra
parte, se preparo una solucion al 1.25% (w/v) PCF en metanol sera preparada en
bafio maria a 80°C con agitacién constante, hasta su total disolucion. Una vez
disueltas serdn mezclada y para posteriormente asentar la solucién a temperatura

ambiente durante la noche para remover posibles burbujas.

Por otra parte, una solucién al 10% (w/v) de PCL en metanol/cloroformo en una
relacion 1:1 sera preparada en bafio maria a 80°C con agitacion constante, hasta
su total disolucién. Una vez disuelta sera dejada reposar a temperatura ambiente

durante la noche para remover posibles burbujas.
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5.3 ELECTROHILADO

Una jeringa plastica (22G) sera cargada con las soluciones de PVP, removiendo
todas las burbujas formadas durante la carga de la jeringa. Dos pruebas seran
conducidas. La primera a 10 cm, 20 kV y 0.2 ml/h. La segunda a 15 cm, 20 kV y 0.2
ml/h. En ambas, se observara la formacion de fibras.

5.4 CULTIVO CELULAR

Extraccion de células mononucleares de sangre periférica

Para la extraccion de las células mononucleares se utilizé una pipeta Pasteur para
colocar cuidadosamente 4 mL de sangre diluida (sin mezclar) sobre un tubo
conteniendo Ficoll-Paque. Los tubos fueron centrifugados a 1200 rpm durante 30
minutos. Posterior a la formacién visible de capas (inferior con eritrocitos, capa
inmediatamente superior a esta con granulocitos, en la interfase entre el plasmay
la capa Ficoll-Paque, células mononucleares). Se tomo¢ la interfase de las células
en un tubo falcon y centrifugaron a 2000 rpm durante 10 minutos. Las células fueron
colocadas botellas con medio de cultivo apropiado. de acuerdo con lo establecido

por Assmanna C et al. 2018.

Cultivo de lineas celulares

La evaluacion de la citotoxicidad “in vitro” se cultivaran lineas celulares de
fibroblastos humanos HFF-1. Dichas células seran cultivadas en medio DMEM
(Dulbecco's modified Eagle's médium) y 10 % de Suero Fetal Bovino, en
condiciones de esterilidad e incubadas a 37°C, con 5% CO2. El medio de cultivo se
cambiara cada tercer dia utilizando tripsina-EDTA, y seran cultivadas hasta llegar al
100% de confluencia celular. Las células se cultivaran en 15 mL de (DMEM,
Dulbecco’s Modified Tagle Médium, Gibco), suplementado con 10% de suero bovino
fetal, 1% de penicilina/estreptomicina, 1% de piruvato y un 1% de L-glutamina,

Hepes 10 mM y NaHCOs. Las células se mantendran a 37°C en una incubadora
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bajo una atmosfera con 5% CO2. Las monocapas celulares se lavaran con una
solucion salina tamponada SBF (solucién bufer fosfatos) y se tripsinizaron con
tripsina-EDTA (a&cido tetraacético etilen-dinitrilo) durante cinco minutos a 37°C para
separarlas de la placa. Luego se afadira medio completo para neutralizar la
reaccion de tripsinizacion. Las células se concentraran mediante centrifugacion para
eliminar asi la tripsina y luego se afiadird nuevo medio. Se resuspenderan las
células y se contabilizaran por medio de un hematocitbmetro. Finalmente, se
realizaran las diluciones necesarias a partir de las células totales para obtener la
cantidad de células por pozo deseada (Norma espafola UNE-EN 1SO 10993-5,

Nalge Nunc International Corp.).

5.5 ENSAYO DE CITOTOXICIDAD MTT “in vitro”

Para los ensayos de citotoxicidad dos lineas celulares se llevaran al 100% de
confluencia en frascos T75 y se tripsinizaran para ser contados y ser llevados a un
volumen final de 20 ml de medio DMEM con suero. Las células seran contadas con
la ayuda de un hematocitbmetro (Cole-Parmer). Para el ensayo MTT las dos lineas
celulares seran sembradas con 100 pl de la suspension celular en los pozos que
contenian en el fondo los materiales cortados circularmente con un didmetro de 0.5
cm, las cuales cubrieron toda la superficie del pozo, las diferentes formulaciones
seran colocadas por triplicado en la misma columna para los dos ensayos, asi
mismo se sembraran las células en pozos que no contenian ningun material para
ser usados como control negativo o SC (-) y el cual representaran el crecimiento
normal celular, de igual forma, se utilizaran por triplicado solo la suspension celular
como blanco. Las células se incubaran por 24 horas, 37°C y 5% CO:. Al transcurrir
las 24 horas, se afiadiran 10 pl del reactivo MTT y 10 pl del colorante rojo neutro,
se mezclaran bien y se incubaran por 4 horas a 37°C y 5% CO:2. Posteriormente se
colocaran 100 pl de dimetil Sulfoxido en cada pozo, se mezclaran bien por pipeteo
y se incubaran por 15 minutos a 37°C y 5% CO:2. Finalmente, todas las mezclas

seran extraidas y colocadas en una caja nueva estéril de 96 pozos y se llevaran a

64



leer en un lector de microplaca (Multiskan FC, Thermo Scientific) a una longitud de

onda de 570 nm para el ensayo MTT.

5.6 ENSAYO DE PERMEACION “ex vivo”

La mucosa porcina sera montada entre los compartimientos de donador y receptor
de la célula de difusion, el sistema multicapa sera colocado con cuidado sobre la
superficie mucosa presionando levemente. El compartimiento donador sera
humedecido con 1 ml de saliva artificial a un pH de 6.8 mientras que el
compartimiento receptor serd llenado hasta tocar la membrana con 100 ml de una
mezcla de etanol y buffer de fosfato isoténico a un pH de 7.4. la movilidad de la
solucién sera mantenida con el uso de un agitador magnético a una velocidad de 50
rpm a una temperatura constante de 37°C sobre una plancha de calentamiento. A
diferentes tiempos previamente determinados seran extraidos 2 ml de muestra y
reemplazados con la solucion del receptor y analizada a 240 nm en un
espectrofotometro. Las membranas remanentes posteriores a los ensayos de
permeacion fueron colocadas en acetonitrilo grado HPLC y tratadas en bafio
ultrasénico por 10 minutos, posteriormente la solucion fue filtrada a través de filtros
de celulosa 0.45 um para posteriormente ser analizadas por el mismo método de
HPLC. Las muestras seran realizadas por triplicado de acuerdo con lo propuesto

por Govindasamy, P. et al 2013.

5.7 ENSAYO DE ADHESIVIDAD “ex vivo”

La membrana mucosa de tejido porcino, caracterizada por su tejido no
queratinizado, similar al tejido humano en dimensiones de 30 x 40 mm, se montara
firmemente sobre el accesorio de mucoadhesién especializado con pinzas
sumergiéndolo en una solucién fisiolégica marca pisa a una temperatura constante,

el sistema mucoadhesivo multicapa (100 mg) sera adherido al adaptador de prueba
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TA-5 con un circulo de cinta de doble cara, este se montara correctamente en la

parte movible del analizador de textura.

El equipo seréa programado para determinar la fuerza requerida para un completo
desprendimiento del sistema mucoadhesivo de la membrana mucosa, después de
gue haga contacto con el tejido durante 30 segundos con una fuerza de 200 gF (2
N), para posteriormente ser retraido. Esto serd llevado a cabo por triplicado para
todas las capas individualmente y el sistema multicapa completo de acuerdo a lo
propuesto por Brako, F. et al 2018.

5.8 ENSAYO DE BIOCOMPATIBILIDAD “in vivo”

Ensayo de irritacion de la mucosa oral “in vivo”

Los ensayos de irritacion de la mucosa oral se realizaron en el abazén de Hamsteres
(saco de las mejillas) de acuerdo a la ISO 10993-10:2010 (E), apartado B3, que

corresponde a pruebas de irritacion de la mucosa oral.

El sistema mucoadhesivo multicapa se corté de forma redonda con un diametro de
0.5 cm. Para esta prueba se utilizardn 12 Hamsteres Sirios hembras jovenes,
nuliparas. Los animales pasaron un periodo de adaptacion y aislamiento de dos
semanas y fueron asignados aleatoriamente a alguno de los grupos de prueba como

se describe a continuacion:

e Grupo A: 3 Hamsteres con Sistema completo (PVP+PCL/PCF+PCL) sin

dexametasona

e Grupo B: 3 Hamsteres con Sistema completo (PVP+PCL/PCF+PCL) con
dexametasona

e Grupo C: 3 Hamsteres con algodon impregnado de Dexametasona ¢ Grupo

D: 3 Hamsteres con Polimero PCF

66



Para evitar dolor, incomodidad o estrés innecesario a los animales, antes de
comenzar el procedimiento cada hamster fue sedado y anestesiado por medio de
una inyeccion intraperitoneal de Xilacina/Ketamina. Una vez que el animal se
encontraba completamente relajado y adormecido, se lavo el abazén de cada sujeto
de prueba con solucion salina fisiologica cuidadosamente para evitar una posible
bronco aspiracién y se examino la mucosa en busca de cualquier anormalidad. Una
vez realizada la inspeccion se coloco la muestra en forma de filme mucoadhesivo
de un tamafio no mayor a 5 mm de diametro directamente dentro del abazoén. El otro
abazo6n de cada animal sirvié como control negativo. La muestra se dej6é en contacto

con el tejido mucoso durante 8 horas.

Una vez completado el tiempo de exposicién, se lavo el saco de la cavidad oral con
solucién salina cuidando de no contaminar el abazén contrario y ademas de evitar

bronco aspiraciones en el animal.

Observacion de los animales:

Después de remover la muestra cada abazon se observé macroscopicamente y se
describié y clasifico la reaccion superficial de cada uno de los grupos de prueba de

acuerdo a la siguiente tabla:

Reaccion Grado numérico

Eritema y formacion de escaras

Sin eritema 0
Eritema muy leve (poco perceptible) 1
Eritema bien definido 2
Eritema moderado 3
Eritema severo (enrojecimiento) 4

Otros efectos adversos de tejido deben ser anotados y reportados

Tabla 6. Clasificacion sistematica de reacciones orales-evaluacion macroscopica
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Una vez realizada la evaluacion macroscépica, se procedid a sacrificar
humanitariamente a cada animal por medio de la aplicacion intraperitoneal de una
sobredosis de Pentobarbital sédico tal como lo recomienda de la NOM-062-
Z001999. Después de comprobar la ausencia de signos vitales en los sujetos de
prueba, se procedio a realizar la toma de muestra de la mucosa oral para el andlisis
histopatolégico. Dicho analisis se realizara de manera independiente por cada grupo

de prueba y se tomara como referencia la siguiente tabla:

Reaccion Grado
numéerico

Epitelio

Normal, intacto 0
Degeneracion tisular o aplanamiento 1
Metaplasia 2
Erosion focal 3
Erosién generalizada 4

Infiltracion de leucocitos (por campo de alta potencia)
Ausente 0
Minimo (menos de 25) 1
Leve (26 a 50) 2
Moderado (51 a 100) 3
Marcado (mas de 100) 4

Congestién vascular

Ausente 0
Minima 1
Leve 2
Moderada 3
Marcada (Vasos sanguineos, ruptura) 4
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Edema

Ausente 0
Minimo 1
Leve 2
Moderado 3
Marcado 4

Tabla 7. Sistema de clasificacion de examen microscoépico

Para obtener el grado de irritacion con base en el andlisis histopatologico de cada

grupo, los resultados se clasificaron de acuerdo con la siguiente tabla:

Grado promedio Descripcion de la respuesta
0 Ninguno
la4d Minimo
5a8 Leve
9all Moderado
12 a 16 Severo

Tabla 8. Grado de irritacion del analisis histopatoldgico

5.9 EVALUACION DEL TIEMPO DE RESIDENCIA “in vivo”

15 voluntarios reclutados conforme a los criterios de inclusién y exclusion que se
mencionan en la tabla X, se les detallo el objetivo del ensayo mediante un acta de
consentimiento informado aprobado por el comité de ética en investigacion de
Facisalud (Anexo 2). Siguiendo las normas de I1ISO 14155-1/2 y ISO 10993:C3, los
parches placebo (No cargados de farmaco) de 1 cm? de area superficial fueron

aplicados por el responsable del ensayo, para evitar el mal posicionamiento del
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mismo por el sujeto de prueba, se aplicé haciendo presién por 5 segundos sobre la

region gingival previa limpieza con gaza estéril.

Criterios de Inclusion

Criterios de exclusion

* Todos los voluntarios deben ser
mayores a 18 afios de edad y menores

de 45 afnos.

*+ Se podra incluir ambos sexos:

masculino y femeninos

* No fumador

» Personas con diagnéstico de alguna
enfermedad oral (Aftas, Periodontitis,

Gingivitis)

» Personas con alguna inflamacion de

garganta o infeccidn en anginas

« Personas con algun tratamiento

ortodéntico

Tabla 9. Criterios de inclusién y exclusién de voluntarios al ensayo

Se les pidi6 a los individuos se quedaran dentro de las instalaciones del laboratorio

de biomateriales donde se realiz6 monitoreo del mismo cada 15 minutos por 1 hora

y cada hora por el tiempo restante de adhesion. El tiempo de residencia del parche

fibroso se establecié hasta el momento en que el parche se despeg6 completamente

del sitio donde fue aplicado (notificacion del paciente).

Al finalizar el estudio, a cada voluntario se le entrego un cuestionario de

aceptabilidad (Anexo 3), con la intencion de recolectar informacion referente al

parche como irritacion, sabor, resequedad de area, salivacion, malestar. Los

alimentos y bebidas no estuvieron permitidos durante el ensayo.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSIONES

6.1 PREPARACION DE LAS SOLUCIONES

Poli (vinil pirrolidona) (PVP): Se probaron diferentes concentraciones del
polimero en un rango de 50 a 70% (p/v) para determinar cudél era la mejor
concentracion para la solucion polimérica en la correcta incorporacion de 8
mg dexametasona necesarios para una correcta evolucion del paciente
segun la literatura (De la cruz Carranza, H. O. et al 2013), se observé que la
concentracion 6ptima para la produccion de fibras después de la integracion

del farmaco era de 50% de PVP, acorde con los presentado por .

Poli (e-caprolactona)/policarbofilo (PCL/PCF): de igual manera, se realizaron
pruebas con diferentes concentraciones de PCL en un rango de 10 hasta
15% (w/v) y por separado pruebas de disolucion del PCF de 0.1 a 1.5% (w/v)
(Morales, J. O. et al 2011), observandose que para la correcta formacion de
las fibras era necesario una concentracion de 10% de PCL/1.25% PCF.

Poli (e-caprolactona) (PCL): por otra parte, se realizaron fibras de PCL al

10%, acorde con lo demostrado por Colley, H. E. et al 2018.

6.2 ELECTROHILADO

Las soluciones poliméricas fueron creadas en el dispositivo de electrohilado

ensamblado en el laboratorio de biomateriales UABC/ECITEC ensamblado por

Velasco et al. Las condiciones de electrohilado para cada solucién polimérica son

mostradas en la tabla 7.
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PVP PVP/DEX PCL PCL/PCF

Voltaje 20 kv 20 kv 20 kv 20 kv
Distancia al 15cm 15cm 13 cm 13 cm
colector

Flujo 0.36 ml/hr 0.36 ml/hr 0.8 ml/hr 0.8 ml/hr
Humedad 25-43 % 25-43 % 21 -30% 21 -30%
Temperatura 20 - 27 °C 20 - 27 °C 22-25°C 22 -25°C

Tabla 10: condiciones de electrohilado por solucién polimérica

La primera capa fue producida a través de la técnica de electrohilado a partir
de 1 ml de soluciéon de PVP al 50% (p/v) sobre una lamina de aluminio unida al
colector, el andamio cargado con DEX-F fue producido con la misma técnica y
polimero en las mismas proporciones afadiendo aproximadamente 8 mg de
dexametasona a la solucién previo a la técnica de electrohilado. Posterior a su
electrohilado la primera capa fue recolectada en su totalidad para posteriormente
plegarla sobre si misma hasta quedar con una dimensiéon de 1 cm de ancho por 1
cm de largo (Figura 10 a) (De la cruz Carranza, H. O. et al 2013).

La segunda capa se electrohilaron 2 ml de solucion de PCL/PCF con una
concentracion 10%/1.25% respectivamente, sobre la primera capa plegada. Figura
10 b. La tercera capa fue electrohilada sobre las dos capas anteriores sin
removerlas del colector, la solucién polimérica utilizada fue de PCL al 10% (p/v)
(Figura 10 c) (Colley, H. E. et al 2018).

Posteriormente, todo el sistema fue recolectado del aluminio con extremo

cuidado para posteriormente recortarlo a las mismas dimensiones de la primera

capa (Figura 10 d).

72



Posterior a la obtencién del sistema completo, fue medido el grosor de este
utilizando un Vernier de acero inoxidable (Blackbolt) calibrado en mm, dando como

resultado 5.2 mm (Figura 10 e).

Figura 13. Proceso de electrohilado a) Electrohilado de la primera capa,

b) Sistema mucoadhesivo acoplado.

6.3 ENSAYO CITOTOXICIDAD MTT “in vitro”

La citotoxicidad del parche fibroso fue evaluada a través del ensayo MTT,
utilizando células mononucleares de sangre periférica y fibroblastos humanos HFF-
1. La viabilidad celular fue calculada segun Assmanna C. et al 2018, a través de la

densidad o6ptica con la siguiente formula.

Abs Muestra ) 0
Abs suspencion celular

%Vc = (
Durante el ensayo se evaluaron el sistema mucoadhesivo placebo y cargado
con 8 mg de dexametasona fosfato, asi como de todos sus componentes por

separado, exponiendo las lineas celulares a los materiales a evaluar por 24 horas.

e Ensayo en Células mononucleares de sangre periférica (PBMC)
De acuerdo con los resultados obtenidos se puede observar que de forma

general la viabilidad celular no se ve afectada por sus componentes individuales o
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las mezclas de cada capa (2C: PCL/PCF) esto debido a que ha sido ampliamente
documentado que los polimeros individuales tanto PVP, PCL, PCF se consideran
compuestos biocompatibles y que no afectan de manera importante al crecimiento
celular, por lo que los resultados de estos son congruentes con lo encontrado en la

literatura.

Con respecto al sistema completo, los parches fibrosos sin cargar presentan
una viabilidad celular correspondiente a la mezcla de los polimeros base (sin
disminucién significativa de la viabilidad celular), por otra parte el sistema cargado
con dexametasona fosfato presenta una disminucion del 13% en la viabilidad celular
con respecto al sistema sin cargar, lo cual es congruente con la literatura debido a
que la concentracion de dexametasona es muy pequefia y se encuentra
documentado que inhibe el crecimiento celular e induce apoptosis conforme
aumenta la concentracion. La grafica de barras y datos se encuentran en la Figura
14 (Jianming He et al. 2017).
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Figura 14. Resultados del ensayo cometa en PBMC
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e Ensayo en fibroblastos humanos HFF-1

Después de realizar el mismo ensayo MTT en fibroblastos humanos HFF-1,
los resultados fueron visiblemente parecidos a los realizados en las células
mononucleares de sangre periférica, mostrandose un ligero aumento en la viabilidad
celular tras la exposicion al farmaco (Dexametasona fosfato 8mg) pasando del 65%
en PBMC a 80% en HFF-1, los mismos resultados fueron observados tras la
exposicion al agente de bioadhesion PCF se observa el caso contrario una
disminucién del 10%, pasando de 88% en PBMC al 98% en HFF-1.

En términos generales los componentes individuales del crecimiento no
presentan disminucion significativa mientras que el sistema cargado con
dexametasona fosfato presenta una disminucion del 14% en la viabilidad celular con
respecto al sistema sin cargar. De acuerdo a la Norma ISO 10993-5:2009 un
material que presenta menos de 70% de viabilidad celular se considera como
potencialmente citotdxico, por lo tanto, el grado de viabilidad celular en el sistema
mucoadhesivo creado no es considerado toxico. Los resultados gréaficos y sus datos

son expresados en la figura 15.
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Figura 15. Resultados del ensayo cometa en HFF-1
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6.4 ENSAYO DE PERMEACION “ex vivo”

Los ensayos de permeacion se realizaron en celdas de difusién de Franz de
volumen nominal de 7.5 mL (del compartimento receptor), controlando la
temperatura a 37 + 0.5 °C. el compartimento receptor fue llenado con solucion
amortiguadora PBS (Anexo 4). Después de colocadas los parches mucoadhesivos
sobre la membrana mucosa (porcina) en el compartimento donador (area de 0.7854
cm?), se tomaron alicuotas a diferentes tiempos, analizadas posteriormente por
HPLC por un Cromatografo Thermo Scientific Ultimate 3000 de inyeccion
automatica y detector ultravioleta-visible (UV-VIS) con columna analitica, RAININ
(SPHERISORB 0DS2 COLUMN, 5 pm, 4.6 mm x 250 mm). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

La concentracion inicial de dexametasona fosfato en detectada en el
compartimento donador se observo a partir de la tercera hora del comienzo de la
permeacion, con una concentracion total de 0.11 mg, la cual continlo aumentando
como se muestra en la figura 16, hasta llegar a su pico a las 7 horas de iniciado el
proceso con una concentracion final de 0.94 mg de dexametasona fosfato
permeada.

mg

1 0.94

0.8
0.6
0.4

0.2

-0.2

Tiempo (hr)

Figura 16. Permeabilidad de Dexametasona Fosfato en membrana oral porcina
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Las concentraciones encontradas en el compartimento aceptor (Permeada),
la superficie de la membrana (No Permeada) y la que se qued6 en membrana fueron
0.94 £0.39, 1.95 £ 0.65 y 5.11 + 0.96 mg respectivamente. Estas concentraciones
son expresadas en porcentaje en la figura 17.

20

10

0 B Permeado B No permeado B En Membrana

Figura 17. Porcentaje de Dexametasona Fosfato permeada, No permeada y en

membrana en el ensayo ex vivo de permeabilidad

La cantidad de dexametasona fosfato permeada a través de la mucosa es
congruente con la encontrada en otros estudios donde se muestra que la
permeabilidad de este farmaco a través de diferentes membranas mucosas y piel

es baja como se encontré en Veit JGS, 2022 y Duarah S, 2021
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Por otra parte, los bajos resultados de permeabilidad fueron comparados con
las predicciones arrojadas por el simulador SwissADME, el cual calcula diferentes
pardmetros relevantes de farmacocinética de las moléculas (Figura 18). Las
predicciones obtenidas por el simulador arrojan una, baja absorcién de la molécula
DEX-P a través del tracto gastrointestinal, nula penetracion de la misma a través de
la barrera hematoencefalica y una permeacion de 7.58 x101° a través de la piel

considerada como baja permeabilidad, lo cual concuerda con lo encontrado en Salt

AN et all. 2018.

LIFO

Log S (ESOL)

Water Solubility
-2.33

Solubility 2. 11e+00 mg/ml ; 4.67e-03 moll
FLEX T SIZE Class Soluble
Log S (Al) -2.76
. . Solubility T.83e-01 mg/ml ; 1.73e-03 mol
Class Soluble
INEATL - . roLar  Log S (SILICOS-IT) -1.43
Solubility 1.70e+01 mg/ml ; 3.76e-02 mol!
Class Soluble
IMSGLU
Pharmacokinetics
SMILES ;)E}Q;)F;_%g%%:(ﬂ]CCCiCEC{O]CC2{C1CC(CE(D)G{: O)COP(=0 G| absorption Low
- - - EEE permeant No
Physicochemical Froperties P-gp substrate ves
Formula C22r2s08r- CYP142 inhibitor No
Molecular weight 452 43 g/mol
Num. heavy atoms 1 CYP2C19 inhibitor No
Num. arom. heavy atoms 0 CYP2C8 inhibitor Mo
Fraction Csp3 073 CYP2D6 inhibitor Mo
Num. rotatable bonds 4 CYP3A4 inhibitor Ho
Num. H-bond acceptors g8 Log #; (skin permeation) -9.12 cmis
Num. H-bond donors 2 Druglikeness
Molar Refractivity 108.71 Lipinski Yes; 0 violation
TPSA 156.83 A® Ghose Yes
Lipophilicity Veber Mo; 1 violation: TPSA=140
Log Py (ILOGP) 118 Egan No; 1 violation: TPSA=131.6
Log Py (XLOGPZ) -0.08 Muegge Noj; 1 violation: TPSA=150
Log Py, (WLOGP) 280 Bioavailability Score 011

Figura 18. Prediccién de parametros arrojados de SwissADME para

Dexametasona Fosfato
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6.5 ENSAYO DE ADHESIVIDAD “ex vivo”

Para la realizacion de los ensayos de adhesion se utilizé6 un analizador de
texturas Brookfield CT3 con una sonda cilindrica como porta muestras y el accesorio
TA-MA para pruebas de adhesion, las muestras fueron evaluadas mediante la
determinacion de la fuerza de desprendimiento, fuerza de union y mucoadhesividad.
Se utilizaron muestras de 1 cm cuadrado montadas en la sonda cilindrica como se
muestra en la figura 16. Inicialmente las muestras fueron evaluadas a diferentes
tiempos de contacto de 30 a 15 segundos con una fuerza de 1N y una velocidad de
desprendimiento de 1 mm/s, con la intencion de determinar el tiempo de contacto
adecuado para llevar a cabo el estudio, la cual fue de 120 segundos y de acuerdo

a Woertzl el tiempo de contacto puede ser entre 30 a 600 segundos.

TEXTURE ANALIZER

! +———— Sonda

Sistema
Mucoadesivo

Adhesion N

“— Membrana
Mucosa

Soporte
de tejido

Agitador

Figura 19. Diagrama del ensayo de mucoadhesion

Las fuerzas de desprendimiento para el sistema mucoadhesivo y las fibras
de PCL fueron de 3.51 y 1.55 Newtons respectivamente. La fuerza de union
resultante obtenidas fueron 4.5 Ncm para el sistema completo y 2.0 Ncm para el
PCL. Finalmente, la mucoadhesividad resultante para el sistema mucoadhesivo fue
de 358 gr y 157 gr para las fibras de PCL. Los resultados son presentados en la

figura 17.
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Figura 20. Grafica de resultados de propiedades adhesivas

Después de realizar la Prueba t de Student para muestras independientes se
mostré que existen diferencias significativas entre las fuerzas de desprendimiento
del sistema adhesivo y las fibras de PCL. Los resultados obtenidos durante este
ensayo de acuerdo con los estudios publicados por El-Nabarawi et al. son
propiedades apropiadas para un sistema adhesivo, las cuales pueden ser atribuidas
al diametro de fibra del sistema mucoadhesivo, aumentando el area de superficie
disponible para entrecruzamiento entre las nanofibras y la red de mucinas de la
mucosa oral, aunado a esto el sistema completo contiene PCF, conocido por sus
propiedades adhesivas gracias a la presencia de grupos carboxilos expuestos que
forman puentes de hidrogeno con las mucinas en el tejido mucoso, incrementando
también las interacciones hidrofobicas y las fuerzas de Van der Walls de acuerdo

con Chatterjee et al.

6.6 ENSAYO DE BIOCOMPATIBILIDAD “in vivo”

Los animales de prueba fueron monitoreados para evaluar cualquier cambio
en el comportamiento de sujeto que indicara dolor o incomodidad. Una vez que los
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sujetos de prueba fueron sacrificados, la apariencia macroscépica del abazon de
fue revisada posterior a la exposicion de las nanofibras durante 8 horas. De acuerdo
al especialista veterinario no se encontraron cambios visibles, inflamacion o
enrojecimiento del tejido expuesto. Se realizo la extraccion quirdrgica del abazén y

se tomaron las muestras histopatolégicas para evaluacion microscopica.

Los cortes histopatolégicos preservados en formaldehido al 10% fueron
evaluados por un especialista en el area en busca de Infiltracion leucocitaria,
Congestion Vascular y Edema, para esto las muestras fueron colocadas en un

bloque de parafina y posteriormente seccionadas y tefiidas con hematoxilina/eosina.

Las muestras fueron evaluadas conforme a los criterios mencionados en las
tablas x y x en observacién de animales. La mucosa del abazon izquierdo (sin
parche) que intencionalmente fueron dejados como controles negativos para cada
hamster se encontrdé sin cambios aparentes en todos los casos. Los resultados
encontrados en las muestras son observados en la tabla 9. de donde se puede
observar que la capa mucoadhesiva del sistema de liberacion presento minima
respuesta celular, edema y congestion vascular en correlacion con lo encontrado en
la literatura, ya que estos polimeros son altamente biocompatibles con los tejidos

donde son implantados (aceptados por la FDA).

Figura 21. Implantacion de sistema mucoadhesivo en hamsters
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No. IDCASO  INF.INFLAMATORIO  CONGESTION VASCULAR EDEMA | GRADO| RESPUESTA . PROM
A1A 1 1 1 3 MINIMA
A1B 2 2 1 5 LEVE
SCD A2A 4 2 2 8 LEVE 7
A2B 3 3 3 9 MODERADA
A3A 4 3 3 10 MODERADA
A3B 2 2 2 6 LEVE
B1A 1 1 1 3 MINIMA
B1B 1 1 1 3 MINIMA
scC B2A 3 1 1 5 LEVE 5
B2B 1 3 1 5 LEVE
B3A 2 1 1 4 MiNIMA
B3B 4 3 1 8 LEVE
C1A 3 2 2 7 LEVE
c1B 1 1 1 3 MINIMA
PCL/ C2A 1 1 1 3 MINIMA 4
PCF c2B 1 1 1 3 MINIMA
C3A 1 1 1 3 MINIMA
Cc3B 1 1 1 3 MINIMA

Tabla 11. Resultados observados en los cortes histopatoldgicos

Por otra parte, la respuesta inflamatoria del tejido expuesto al sistema
completo (PVP, PCL, PCF) fue de minima a leve y congestiébn vascular,

encontrandose una respuesta minima en edema.

Por ultimo, el analisis de los cortes histopatologicos (Figura 19) del sistema
mucoadhesivo cargado con dexametasona demostro tener una respuesta mas
elevada en relacion a todos los pardmetros con respecto a las muestras anteriores,
esto se encuentra relacionado con la presencia de dexametasona y el policarbofilo

en el sistema fibroso.
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Figura 22. cortes histopatologicos tefiidos con hematoxilina/eosina

En un aspecto general de acuerdo con el medico Histopatdlogo encargado
del realizar la evaluacién microscépica de las muestras, no hay disrupcion epitelio,
no se presentan ulceraciones, no se observa necrosis ni patrones alérgicos, es
decir, en un panorama mas amplio no se observa un dafio considerable en los

tejidos.

6.7 EVALUACION DE ACEPTABILIDAD Y TIEMPO DE RESIDENCIA “in vivo”

Antes de probar el sistema mucoadhesivo en los voluntarios del ensayo en
humanos, la citotoxicidad de los parches fue evaluada “in vitro” en células
monucleadas de sangre periférica y en fibroblastos HFF-1, asi como “in vivo” en la
mucosa de hamsteres de siria. Los resultados del ensayo MTT muestran que los
parches no disminuyen significativamente, por lo que clasifica como no irritante de
acuerdo a las guias establecidas, del mismo modo, los ensayos “in vivo” no

muestran dafio considerable conforme los esquemas de la norma ISO 10993:5.

El ensayo de tiempo de residencia “in vivo” se realiz6 en 15 voluntarios
adultos sanos de edades entre los 18 y 45 afios, de acuerdo con los criterios de
exclusion mencionados en la técnica descrita en la seccion Materiales y Métodos.
El tiempo de residencia del sistema mucoadhesivo fue evaluado en la gingiva labial
superior por 180 minutos supervisando cada 15 minutos la primera hora.
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Figura 23. Posicionamiento del sistema mucoadhesivo en la gingiva y

degradacion del mismo

Al finalizar el ensayo se les pidi6 a todos los voluntarios que contestaran un
cuestionario de evaluacion del parche (Anexo 3), las respuestas en porcentaje se
encuentran descritas en la tabla 10. Durante el cuestionario se pregunto al voluntario
si alguna vez, ha dejado de tomar algiin medicamento como tableta o capsula por
falta de agua o algun liquido para deglutir dicho medicamento, a lo que el 93% de

los encuestados contesto: Sl.

Respuesta del

Parametro Criterio
voluntario (%)
Tiempo de desprendimiento < 30 minutos 13.33
30 min — 1 hora 20
1 hora — 2 horas 26.66
2 horas — 3 horas 40
Tamafio de parche Adecuado 93.33
Grande 6.66
Pequeiio -
Comodidad del parche Excelente 66.66
Buena 33.33
Mala -
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Sabor del parche Insaboro 20
Sabor ligero 66.66
Desagradable 13.33
Facilidad de aplicacion Facil 20
Poco facil 80
Dificil -
Irritacion de la zona de aplicacion Muy irritada -
Poco irritada -
Sin irritacion 100
Boca seca Excesiva -
Poca -
No resequedad 100
Salivacion Excesiva -
Regular 93.33
Disminuida 6.66
Interferencia con el habla Ninguna 80
Poca 20
Mucha -
Interferencia al pasar saliva Ninguna 93.33
Poca 6.66
Mucha -

Tabla 12. Resultados del cuestionario de aceptaciéon

De acuerdo con los resultados obtenidos durante la evaluacion del tiempo de

residencia el promedio de retencion del parche en el sitio aplicado fue de 106 + 48

minutos, que de acuerdo con lo publicado por Colley HE en 2018, la adhesién

evaluada in vitro es generalmente menor que la adhesién evaluada in vivo, aunque
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muy pocos ensayos se han realizado en humanos, el tiempo de adhesion en tejido
vivo se ve extendido gracias aumentada area de superficie que proveen las
nanofibras del sistema mucoadhesivo asi como a la presencia del PCF conocido

por sus propiedades como agente adhesivo.

En termino de percepcion por parte de los voluntarios del ensayo 14 de 15
voluntarios mencionaron que el tamafio del parche era el adecuado, de los cuales
10 identificaron el parche como excelente respecto a comodidad, mientras que es
resto (5 voluntarios) menciono como buena. Por otra parte, 10 de los voluntarios
(66%) mencionaron que el parche poseia un sabor ligero, 3 de ellos (20%) insaboro
y 2 (13.33%) lo consideraron como un sabor desagradable, el sabor en algunos
casos se debe a la presencia de un cuerpo extrafio en la mucosa del individuo y en
algunas ocasiones a residuos de muy baja concentracion del solvente utilizado para

la fabricacion del mismo.

Dentro de los resultados se evaluo la facilidad de aplicacion donde la mayoria
de los voluntarios (80%) considero que era poco facil de aplicar y el resto menciono
gue era relativamente facil, la aplicacién del parche (mencionaron) era poco facil
debido a el area donde debian aplicarlo, ademés de no poseer ninguna experiencia
en el manejo de parches o algun tipo de sistema de liberacién parecido. Ninguno de
los participantes menciono presentar irritacion o resequedad en el &rea de
aplicacion. En el pardmetro de salivacion la mayoria de los participantes (93%)
comentaron que no se ve afectada, a su vez 12 de los participantes (80%) menciono
que el uso del parche no interfirio con el habla, mientras que el resto opino que
interfiere poco, la consideracion de la interferencia con el habla segun Abdelhakim
HE, se debe a la sensacion de un cuerpo extrafio dentro de la boca y la percepcion

del voluntario de evitar hablar para evitar el movimiento del mismo.
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VII. CONCLUSIONES

Durante el presente trabajo de investigacion se logré evaluar biologicamente
un sistema mucoadhesivo para su potencial uso en la liberacion de dexametasona.
Este logro se consiguié mediante la integracion de diferentes andamios de fibras

poliméricas, fabricadas mediante la técnica de electrohilado.

El sistema mucoadhesivo fue disefiado y construido por 3 capas: Capa de
liberacion (PVP 50%, DEX 8 mg), Capa de adhesion (PCL 10%, PCF 1.25%) y Capa
impermeable (PCL 10%).

Los ensayos prueban un excelente set de propiedades adhesivas por parte
del sistema fibroso, ademés de no presentan disminucién significativa en la
viabilidad celular en los ensayos “in vitro” en células mononucleadas, asi como en
fibroblastos humanos. Aunado a esto los ensayo “in vivo” no muestran dafo
considerable sobre el tejido expuesto al sistema adhesivo. Por otra parte, el tiempo
de adhesioén es considerados como aceptable para la liberacion rapida de la

dexametasona.

La evaluacion de la percepcion de la utilizacion del sistema mucoadhesivo
Obtuvo excelentes resultados, con una buena aceptacién por parte de los individuos

gue participaron en el estudio.

Los resultados encontrados en los ensayos de permeabilidad congruentes
con las predicciones de el simulador del SwissADME, demuestran que la
permeabilidad del sistema de liberaciéon a través de la mucosa es baja, y que la
mayor parte de la concentracion del sistema de liberacidn es retenida dentro de la

membrana oral.
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En base a los hallazgos observados durante los ensayos realizados durante
este proyecto se considera que el sistema mucoadhesivo fibroso es eficiente para

liberacion de dexametasona unidireccionalmente en la mucosa oral.
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ANEXO 1. CRONOGRAMA

Actividades (Bimestral)

10

12

14

16

18

20

22|24

Revisién de literatura

Escritura de Tesis

Sintesis de nanofibras de PVP a través

de la técnica de electrohilado

Mucoadhesién “in vitro” (Analizador de
texturas Brookfield CT3)

Biocompatibilidad “in vitro” de las
nanofibras de PVP/DEX-F (ensayo
citotoxicidad: Lf/Mc).

Biocompatibilidad “in vivo” de las
nanofibras de PVP/DEX-F (ensayo

sensibilidad: Ratones Balb/c)

Permeacion “ex vivo” (Células de

difusion vertical de Franz)

Tiempo de residencia “in vivo” y
aceptacion del paciente (6 voluntarios

sanos)

Analisis de resultados

Publicaciéon de articulo cientifico

Defensa de Tesis
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ANEXO 2. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA EL PACIENTE

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA INGEMIERIA Y TECHOLOGIA
UMIDAD VALLE DE LAS PALMAS

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Nombre del Protocolo : Evaluacion de la eficacia de un sistema mucoadhesivo multicapa
para la liberacién de farmaco en la mucosa oral

Financiamiento: : Universidad Autonoma de Baja California

Investigador Responsable : Dr. Luis Jesus Villarreal Gomez

Depto. : Bioingenieria

Comeo Electronico : Perez.gracielafuabe.edumx

Teléfono de Contacto : (G64) 328 2337

El propasito de esta informacion es ayudarle a tomar la decision de participar -0 no-, en una investigacion cientifica.

Tome el tiempo que requiera para decidirse, lea cuidadosamente este documento y hagale las preguntas que desee al
personal encargado de este estudio.

Este esfudio esta siendo financiado por la Universidad Autonoma de Baja California —Facultad de diencias de Ia
ingenieria y tecnologia por la realizacion del mismo.

El propdsito de este estudio de cardcter preclinico es evaluar el tiempo de residenda de un novedoso sistema
mucoadhesivo multicapa en un total de 10 voluntarios, el sistema esta disefiado para la iberacion de farmaco en la
mucosa de revestimiento del area de la encia posterior en la cavidad oral, ademas de recabar datos de saftisfaccion o
descomfort del sistema mucoadhesivo a fravés de un cuestionario de acepiabilidad y confortabilidad.

Usted ha sido invitzdofa a participar en este estudio porgue posee el rango de edad establecido para este estudio
ademas de no presentar padecimientos orales relacionados con la mucosa oral, tales como Herpes, Aftas,
candidiasis, enfre ofros.

El objefivo de este estudio es que usted mismo se instalara un sistema &
mucoadhesivo de tipo filme en el area de la mucosa en la cavidad ord, el =
cual debera presionar por un minimo de 40 sequndos (como se muestraenel  _ —
esquema 1), para posteriormente cronomefrar el iempo que dura adheridoa -
su cavidad oral, €l incremento de la salivacion, enrojecimiento del area o EE
molestias, entre ofros. |
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ACTA DE CONSENTIMIENTO

B0, oo et et e et et e e e et e e , declaro que se me ha explicado el
propdsito de la investigacion medica bajo el nombre Evaluacion de Ia eficacia de un sistema mucoadhesivo
multicapa para la liberacion de farmaco en la mucosa oral, los procedimientos, los riesgos, los beneficios y
los derechos que me asisten y que me puedo retirar de ella en el momento que 1o desee.

Declaro que fimo este documento voluntariamente, sin ser forzado a hacerlo.
Declaro que no estoy renunciando a ningln derecho que me asista.

Declaro que he sido informado que se me comunicara de toda nueva informacion relacionada con el estudio
gue surja durante la investigacion y que pueda tener imporiancia directa para mi condicion de salud.

Declaro que he sido informado que tengo el derecho a reevaluar mi parficipacion en esta investigacion médica
segun mi parecer y en cualguier momento que lo desee.

Al momento de Ia firma, s me entrega una copia firmada de este documento.
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ANEXO 3. CUESTIONARIO DE ACEPTABILIDAD DEL PARCHE

Fecha: __

m Clave de identificacion del paciente: D:I:l:l Ed=d: Sewoc F M

et s e meeeise | CUESTIONARIO DE ACEPTABILIDAD

f__f2oz21d

1) iAl=una wez ha tenido alzin tipo de dificultad para deglutir pastillasfc psulz?

sl O ND

Z) iAl=una ver ha dejado de tomar un medicamento como tabletafcapsula por falta de liquido pars tomarlo?

sl O NG

3) iTomar un medicamente en forma de filme adhesivo l= parece adecuzdo®

sl O NG

COMNTESTE CONFORME A SU OPINION S50OBRE EL PARCHE

Tiempo de desprendimisnto O w3I0dmin O30m=-1hr O 2-3Fhr D=3Ihr

Tamaro del parche O ADE&CUDD 0 GRANDE O pEqUERD
Comodidad del parche O EXCELENTE 2 BUENA O MALE

Sabor el parche O INSABORO 2 SABOR LIGERD O DESAGRADABLE
Facilidad de apliczcion O FaCIL 3 POCO FACIL 0 DEFICIL
Irritacion de la zona aplicada Cr MUY IRRITADA  POCO IRRITADA O NO IRRITADA

Boca seca 2 EXCESIVA 2 REGULAR 2 NO RESEQUEDAD
Salivacion O EXCESIVA O REGUILAR O DISMINUIDA
4} i Bl uso del parche le causo interferencia al momento de hablar?
O MINGUNA O MUY POCA, ) POCA 2 MUCHA
5) iEl uso del parche le causo interferencia al pasar saliva¥
O MINGLUNA O MUY POCA ) POCA 2 MUCHA

6) i Estznz dispuesto = utilizar un parche para tratar el dolor & inflamacion csussdo por algin padecimisnto &n

Iz region bucal?

5l O ND
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ANEXO 4. ENSAYO DE PERMEABILIDAD EN MUCOSA PORCINA
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EscUELA DE CIENCIAS DE INGENIERIA Y TECNOLOGIA (ECITEC)
LABORATORIO DE INGENIERIA DE TEJIDOS Y BIOMATERIALES (BO1)
LINTEB

DR. LuIs JESUS VILLARREAL GOMEZ

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICA E INGENIERIA (FCQI-UABC)
Laboratorio de Biofarmacia
Dr. José Manuel Cornejo Bravo

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN MATERIALES (IIM-UNAM)
Laboratorio de Polimeros
Dr. Ricardo Vera Graciano
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