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RESUMEN

El principal objetivo de la actual Tesis Doctoral fue disefar, elaborar y
optimizar superficies de titanio bioactivas liberadoras de farmacos. Para ello, el
trabajo de investigacion present6 dos estrategias en el disefio de superficies.
Una estrategia fue el disefio de superficies de titanio (pulida, oxidada y
precipitados biomiméticos) mediante diferentes tratamientos superficiales. Caso
contrario, donde la segunda estrategia consistié en la elaboracion de 2 matrices
capaces de contener y trasportar farmacos en su estructura (hidrogel y
nanoparticulas). Dichas superficies se disefiaron con el propésito de emplearse

en la entrega dirigida de farmacos en el tejido diana.

La modificacion de la superficie puede realizarse mediante diferentes
metodologias, siendo el tratamiento térmico alcalino, uno de los mas empleados
para inducir la precipitacion de fosfato de calcio amorfo en la superficie. Por otro
lado, los sistemas liberadores de farmacos pueden ser disefiados mediante
diferentes vias de optimizacion, asi como por el uso de diferentes materiales de
acuerdo con el objetivo deseado. Para el disefio y desarrollo de los sistemas
trasportadores de farmacos fueron seleccionados dos polimeros; uno de origen
natural, como es el chitosan (Cs), y otro de origen sintético, como es el alcohol
polivinilo (PVA).

Se utilizé la espectrofotométrica UV-visible como método analitico para calibrar
las concentraciones farmacoldgicas, asi como el analisis de los perfiles de
liberacién. Se analizaron los perfiles topograficos y de humectabilidad de las
superficies. La dispersién dindmica de luz (DSL) fue el método analitico utilizado
para la caracterizacion de las nanoparticulas. Por ultimo, se realizaron ensayos
de liberacion y se analiz6 mediante pruebas bacteriolégicas la actividad
bacteriana de los sistemas portadores del antibiotico. Dichas pruebas
bacteriologicas supusieron el uso de un cultivo bacteriano para analizar las
unidades formadoras de colonias (UFC), un ensayo de la actividad de Trifosfato
de adenosina (ATP)—por sus siglas en inglés Adenosine Tripolyphosphate — y

un ensayo de Life/Dead analizado mediante microscopia confocal.
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Resumen

La topografia se vio modificada drasticamente cuando la superficie fue recubierta
con los precipitados de hidroxiapatita. También fue posible recubrir las
superficies con las matrices poliméricas, presentando un perfil de liberacion
adecuado a los objetivos planteados. Por dltimo, los sistemas liberadores de
farmaco presentaron propiedades antimicrobianas, demostrando una mayor
eficacia y un mayor efecto prolongado en sus propiedades antibacterianas

cuando fueron cargados con doxiciclina.
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SUMMARY

The primary objective of the present doctoral thesis was to design, develop, and
optimize bioactive drug-eluting titanium surfaces. For this purpose, the research
work presented two strategies in surface design. One strategy was the design of
titanium surfaces (polished, oxidized, and biomimetic precipitates) through
different surface treatments. Conversely, the second strategy involved the
development of two matrices capable of containing and transporting drugs within
their structure (hydrogel and nanopatrticles). These surfaces were designed with

the purpose of being used for targeted drug delivery to target tissue.

Regarding titanium surfaces, various methodologies can be used for
modification, with alkali treatment being one of the most used. This treatment
induces the precipitation of amorphous calcium phosphate on the surface. As for
drug delivery systems, they can be designed through numerous methods, using
different materials, each one targeting a different purpose. Besides, two polymers
were selected for the design and development of drug delivery systems: one of a
natural origin, chitosan (Cs), and another of a synthetic origin, alcohol polyvinyl
(PVA).

Concerning the methodology, UV-visible spectrophotometry was used as the
analytical method to calibrate pharmacological concentrations. and release
profiles; and the dynamic scattering light (DSL) method was used for
nanoparticles characterization. Both the topographic and the wettability profiles,
and the release profiles of drug delivery systems and their antimicrobial activities
were measured and analyzed as well. Furthermore, bacteriological tests were
performed using a bacterial culture selected from the patients. Antimicrobial
activities were confirmed by colony-forming units (CFU), adenosine triphosphate,
and live/dead assay.

The topography was drastically altered when the surface was coated with
hydroxyapatite precipitates. It was also possible to coat the surfaces with
polymeric matrices, presenting a release profile suitable for the intended
objectives. Finally, the drug delivery systems exhibited antimicrobial properties,
demonstrating greater efficacy and a prolonged antibacterial effect when loaded

with doxycycline.
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PRESENTACION

La presente Tesis Doctoral se encuentra bajo el programa de doctorado
en Medicina Clinica y Salud Publica de la Universidad de Granada bajo la linea
de “Investigacién en odontologia clinica”. El cuerpo de esta Tesis Doctoral
se ha estructurado en seis capitulos. A continuacion, se da una vision general

del contenido tratado en cada uno de ellos.

En el capitulo 1 de la Tesis Doctoral se desarrolla el estado del arte con una
introduccion general que pone en contexto la teméatica a tratar en este trabajo de

investigacion.

En el capitulo 2 se plasman las hipétesis y objetivos que dan el punto de partida
a este trabajo de investigacion.

Para el capitulo 3 se presenta la metodologia empleada y los resultados
obtenidos para el disefio, caracterizacion, preparacion y perfiles de liberacion de
las superficies bioactivas, esta parte experimental corresponde a la primera
etapa de la actual Tesis Doctoral. Donde se pone a punto el protocolo de pulido
de las muestras, asi como la precisién de algunos métodos analiticos como es

la espectrofotometria UV-visible.

En el capitulo 4 se desarrolla la segunda etapa del proyecto de investigacion.
En este capitulo, se presenta la metodologia empleada para el disefio,
caracterizacion, preparacion y sintesis, asi como, los perfiles de liberacién y las
propiedades antimicrobianas de los sistemas liberadores de farmacos. Para esta
etapa del proyecto se han estandarizado y puesto a punto el método analitico de
dispersion dinamica de luz (DLS), de igual forma se ha estandarizado la
recoleccion y el andlisis del cultivo polimicrobiano culminando asi la parte

experimental de este trabajo.

En el capitulo 5 se aborda una discusion conjunta de todos los resultados

obtenidos (capitulo 3y 4) a lo largo de este proyecto de investigacion.

Por altimo, en el capitulo 6 se pone punto final de esta Tesis Doctoral. En este
capitulo se plasman las conclusiones generales a las cuales se ha llegado a lo

largo del trabajo de investigacion.
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Presentacion

Elaboracion de la tesis doctoral

La financiacion de las actividades realizadas a lo largo de la Tesis Doctoral
se ha llevado a cabo por el grupo CTS-205 de la Facultad de Farmacia, el grupo
CTS-974 de la Facultad de Odontologia y a los proyectos
PID2020.116082GB.I00 (MCIN/ AEI/10.13039/501100011033) y C-CTS-305-
UGR23 (Universidad de Granada).

El disefio, desarrollo, caracterizacion y optimizacion de los sistemas
trasportadores de farmacos, asi como el analisis de los perfiles de liberacién se
han llevado a cabo en el grupo de investigacion farmacia practica CTS-205,
perteneciente al Departamento de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Granada, bajo la direccion y supervision de la

Dra. Maria Encarnacion Morales Hernandez.
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supervision del Dr. Juan Ignacio Rosales Leal.
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Presentacion

Abreviaturas

A continuacion, se detalla en orden alfabético las abreviaturas y sus

significados de los términos utilizadas a lo largo de esta Tesis Doctoral.

e ASTM: American Society for Testings and Materials.

e ATP: Adenosine triphosphate.

e Cs: Chitosan.

e DDS: Drug Delivery Systems.

e DEE%: Eficiencia de encapsulacion (%).

e FDA: Food and Drug Administrations.

e GRAS: Generally Recognized as Safe.

e HA: Precipitado de hidroxiapatita.

e mV: Milivoltios.

¢ PBS: Phosphate Buffered Saline.

e PDI: indice de polidispersion.

e Potencial zeta (0): Carga superficial del sistema.

e PVA: Titanio con recubrimiento de alcohol polivinilo.

e PVANP: Titanio con recubrimiento de alcohol polivinilo cargado con
nanoparticulas de chitosan.

e SBF: Fluido corporal simulado.

e Ti: Titanio.

e TiP: Titanio pulido.

e TiO: Titanio oxidado.

e TiHA: Titanio con recubrimiento de precipitados de hidroxiapatita.

e TSB: Tryptic enriched Soy Broth solution.

e UFC: Unidades formadoras de colonias.
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Presentacion

Glosario

Con el proposito de asimilar y comprender la terminologia descrita en este

trabajo de investigacion se ha realizado un glosario con los términos de mayor

importancia presentes en este trabajo de investigacion. Para ello, se han utilizado

los descriptores MeSH —por sus siglas en inglés Medical Subject Headings—

que forman parte del vocabulario elaborado por la National Library of Medicine

(NLM) de los Estados Unidos. Los términos MeSH se encuentran ordenados de

forma alfabética.

18

Alcohol polivinilo: Polimero preparado a partir de acetatos de polivinilo
mediante la sustitucion de los grupos acetato por grupos hidroxilo. Se
utiliza como auxiliar farmacéutico y lubricante oftalmico, asi como en la
fabricacion de esponjas artificiales de revestimiento de superficies,
cosmeéticos y otros productos.

Biofilm: incrustaciones formadas a partir de microbios (bacterias, algas,
hongos, plancton o protozoos) incrustados en una matriz de sustancia
polimérica extracelular que es secretada por los microbios. Se presentan
en superficies corporales como los dientes (depdsitos dentales); objetos
inanimados y cuerpos de agua. Se evita la formacion de biopeliculas
tratando las superficies con dentifricos, desinfectantes, agentes
antiinfectivos y agentes antiincrustantes.

Chitosan: Chitina desacetilada, polisacarido lineal de beta-1,4-D-
glucosamina desacetilada. Se utiliza en hidrogel y para tratar heridas.
Hidroxiapatita: Grupo de compuestos con la férmula general
M1o(PO4)s(OH)2, donde M es bario, estroncio o calcio (Ca). Los
compuestos son el mineral principal de los depdsitos de fosforita, los
tejidos bioldgicos, los huesos humanos y los dientes.

Implante dental: Material biocompatible colocado dentro (enddseos) o
sobre (subperiosticos) el hueso maxilar para sostener una corona, un
puente o un diente artificial, o para estabilizar un diente enfermo.
Materiales biomiméticos: Materiales fabricados mediante técnicas
biomiméticas, es decir, basadas en procesos naturales que se encuentran

en los sistemas bioldgicos.
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Presentacion

e Nanoparticulas: Particulas con estructura de tres dimensiones de
tamafio nanométrico.

e Osteointegracion: Accion de crecimiento del tejido 6seo mediante la
asimilacion de dispositivos o prétesis implantados quirdrgicamente para
ser utilizados como piezas de recambio 0 anclajes.

e Polimero: Compuestos formados por la union de unidades mas
pequefias, generalmente repetidas, unidas por enlaces covalentes. Los
compuestos suelen formar macromoléculas grandes (biopolimeros,
plasticos).

e Sistema liberador de farmaco: Sistemas para la entrega de
medicamentos a sitios diana de acciones farmacologicas. Las tecnologias
empleadas incluyen las relacionadas con la preparacion de farmacos, la
via de administracion, la orientacién del sitio, el metabolismo y la

toxicidad.
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Introduccion

Debido a sus propiedades mecanicas, resistencia a la corrosion y su gran
biocompatibilidad; el titanio (Ti) y sus aleaciones han sido ampliamente utilizados
como implantes ortopédicos. Se estima que cada afio se implantan més de 1 000
toneladas de materiales a base de titanio en el cuerpo humano con una
esperanza de vida que ronda entre los 10-15 afios. Sin embargo, no siempre es
posible garantizar el éxito del tratamiento debido a que tanto la zona de remplazo
y las condiciones de carga que reciba el implante puede condicionar la
esperanza de vida del material. Ademas, el tratamiento puede verse
comprometido por la pérdida de tejido 6seo asociado a problemas periodontales,
quisticos, oncoldgicos, traumaticos, iatrogénicos, derivados de alguna
enfermedad sistémica, proceso inflamatorios o infecciones que pueden alterar y
comprometer la calidad y el tiempo de cicatrizacién de los tejidos,(1) siendo esta

Gltima una de las causas principales del fracaso prematuro del tratamiento.

En este sentido, conferir a la superficie del implante propiedades antibacterianas
se ha convertido en un objetivo crucial para el desarrollo de los diferentes
dispositivos biomédicos. La inhibicion del crecimiento microbiano en la superficie
del dispositivo no solo podria prevenir la infeccibn temprana, sino que, en
sinergia con una superficie que induce la adhesion de los osteoblastos, podria

promover una cicatrizacion mas exitosa, garantizando el éxito del tratamiento.

1.1 El titanio y la osteointegracion

El titanio (Ti) es el noveno elemento mas abundante del planeta y fue
descubierto en el afio 1790 por el inglés William Gregor y redescubierto por el
aleman Heinrich Klaproth en 1795. Pero no fue hasta afios mas tarde, a
mediados del siglo XX, cuando el titanio y sus aleaciones comenzaron a
emplearse en la industria y en el area biomédica.(2,3) En sus inicios el titanio era
empleado en la fijacion y fusion ésea, asi como la cirugia de remplazo articular
debido a la biocompatibilidad, excelentes propiedades mecanicas y quimicas,
ademas de la resistencia a la corrosion de los materiales.(2) La buena respuesta
y fijacion del material lo llevdé a emplearse con mayor demanda en diferentes
partes del cuerpo humano, como por ejemplo, el uso de implantes dentales como

dispositivo de remplazo de ausencia dentaria.
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Introduccion

En la actualidad, los implantes dentales suelen estar fabricados de titanio
comercialmente puro o aleaciones de titanio. De acuerdo con la normativa de la
Sociedad Estadounidense para Pruebas y Materiales (ASTM) —por sus siglas
en ingles American Society for Testing and Materials—, el titanio varia segun su
grado de pureza que va del grado | hasta el grado IV (tabla 1.1). En funcién del
aumento del grado de pureza, se presenta un aumento en la resistencia
mecanica y una disminucion de la ductilidad y la corrosién del material.(4) Por lo
que el titanio grado IV presenta una mayor resistencia en comparacion con el
titanio grado I, 1l 'y Ill. Mientras que los implantes fabricados a base de aleaciones
de titanio estan compuestos principalmente de Ti6Al4V (V), presentando
mayores propiedades de limite elastico y fatiga que el titanio puro (tabla 1.2).(5—
7) Siendo el titanio grado IV y las aleaciones de titanio seleccionados con mayor
frecuencia en la fabricacion de implantes dentales debido a sus caracteristicas

fisicoquimicas.

Tabla 1.1 Clasificacién de acuerdo con la norma ASTM F16-00 del titanio comercialmente puro

segun la composicién quimica en porcentaje en peso (wt%).(8)

I 0.2 0.18 0.03 0.1 0.0125
Il 0.3 0.25 0.03 0.1 0.0125
I 0.3 0.35 0.05 0.1 0.0125
v 0.5 0.40 0.05 0.1 0.0125

Fe: Hierro. O: Oxigeno. N: Nitrégeno. C: Carbono. H: Hidrégeno. Valor maximo (+). Valor

aproximado (-). ASTM: American Society for Testing and Materials.
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Introduccion

Tabla 1.2 Propiedades mecanicas requeridas, de acuerdo con la norma ASTM F16-00, para los

cuatro grados de titanio.(8)

I 240 170 24 30
Il 345 275 20 30
Il 450 380 18 30
\Y 550 483 15 25

La eleccion del grado de pureza del titanio al momento de la fabricacion del
implante es crucial, ya que puede tanto favorecer como mitigar el riesgo de
fracaso prematuro del tratamiento. Por lo que, el implante dental destinado a
rehabilitar la ausencia dentaria debe presentar tanto un buen anclaje 6seo como
un buen sellado de los tejidos adyacentes ya que el mismo dispositivo conecta
el tejido éseo con la cavidad oral. De ahi que, el implante dental se encuentre
sometido a constantes cambios termodindmicos, saliva, aire, comida y
sobrecargas mecanicas, asi como, a la adhesion de microorganismos capaces
de crear una placa bacteriana en la superficie de este. Siendo la adhesién
bacteriana el principal factor etioldégico para inducir la infeccion relacionada con
los implantes dentales.(9)

En este sentido, para minimizar la colonizacion temprana de bacterias en la
superficie del implante es esencial garantizar un anclaje éseo rapido y adecuado.
Factores como la eleccion del material, asi como su disefio y las técnicas de
modificacion de la superficie influyen en la calidad del anclaje 6seo. El anclaje
0seo se da con el correcto contacto hueso-implante, proporcionando la
estabilidad del implante y la futura integracion del dispositivo con el tejido 0seo.
A este proceso se le conoce como osteointegracion y todo dispositivo de

remplazo implantado en el tejido 6seo busca su integracién y fijacion.

Para comprender el término de la osteointegracion hay que retroceder en el
tiempo. Cuando, tras algunos afios de experimentacion con animales, en 1962
el sueco Per-Ingvar Branemark descubre el anclaje directo al observar que los
implantes que habia colocado en sus experimentos se encontraban integrados
en el tejido 6seo de los animales y era imposible retirarlos sin fracturar el hueso.

Tras estos hallazgos, en 1965 los implantes de titanio fueron aplicados
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clinicamente como implantes orales.(10,11) Aunque, en ese momento, el
contacto directo hueso-implante no habia sido definido ain y no fue hasta finales
de la década en 1969 cuando se sugiere por primera vez que los implantes de

titanio presentaban un anclaje 6seo.

Pasaron algunos afios mas hasta mediados de los afios 70’s, cuando en 1976
aparece por primera vez en la literatura el término “osteointegracion”. Este nuevo
termino fue definido afios mas tarde como “el contacto directo entre el tejido
0seo y la superficie del implante a nivel de resolucion del microscopio
optico”.(10-13) Sin embargo, la constante busqueda por comprender el
comportamiento de los tejidos ha llevado a adaptar la definicion a estos nuevos
descubrimientos. Algunas definiciones alternativas que han sido reportadas en
la literatura describen la osteointegraciéon como "una conexion estructural y
funcional directa entre el hueso vivo ordenado y la superficie de un
implante portador de carga”, “el contacto directo hueso-implante sin capa
de tejido conjuntivo intermedia” o una definicion mas compleja como "una
coexistencia continua, estructural y funcional, posiblemente de forma
simbidtica, entre tejidos bioldgicos diferenciados, adecuadamente
remodelados, y componentes sintéticos estrictamente definidos vy
controlados que proporcionan funciones clinicas duraderas y especificas

sin iniciar mecanismos de rechazo".(5,10)

Por muchos afios se considerd que la incorporacion de implantes de titanio era
un fendmeno de curacion de heridas debido a las reacciones benignas del tejido
al material, abarcando algun tipo de unién quimica.(14) Sin embargo, se
cuestionaron estos hallazgos demostrando que otros metales, como las
aleaciones de titanio, el tantalio y el niobio, asi como algunos materiales
ceramicos tenian la capacidad de osteointegrarse.(14) Posteriormente, se
comunicé que el titanio no era un material bioinerte sin reacciones adversas, sino
gue en su lugar era capaz de provocar respuestas inmunes en los tejidos.
Reportandose que la osteointegracion era una reaccion a un cuerpo extrafio en
la que los tejidos intentaban incrustar el material de titanio en el hueso como

modo de proteccién de los tejidos circundantes.(14,15)
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En 1992 se reporté que cualquier material extrafio en el hueso sera rechazado,
disuelto, reabsorbido o demarcado con una capa densa de hueso; siendo esta
dltima lo que se considera como osteointegracion y que se desarrolla con la
condicion de relativa inmovilidad del implante —permitiéndose movimientos en
el rango de micras—.(15) Se sabe que el Ti es estable en las respuestas
bioldgicas y no desencadena una reaccion de cuerpo extrafio cuando se inserta

en el cuerpo humano.(16)

Recientemente, el termino osteointegracion se ha interpretado desde un nuevo
punto de vista "una reaccién a un cuerpo extrafio en la que se forma hueso
interfacial como reaccion de defensa para blindar el implante frente a los
tejidos".(10) El nuevo enfoque sobre la osteointegracion se centra en que la
superficie de titanio seria reconocida con mayor sensibilidad por el tejido duro,
aislando este cuerpo extrafio con una acumulacion rapida y fuerte de sustancias
Oseas.(16,17)

La continua investigacion de técnicas de modificacion de la superficie como
pueden ser técnicas de rugosidad controlada, recubrimientos bioactivos o
estrategias biomiméticas busca mejorar aiun mas esta respuesta celular,
contribuyendo a aumentar la afinidad biolégica y acelerar la respuesta entre el

implante y el tejido 6seo para garantizar una correcta osteointegracion.

1.2 Caracterizacion superficial

La caracterizacion superficial consiste en el andlisis y descripcion de las
propiedades y estructuras de la superficie. Este proceso informa detalladamente
sobre la composicion, rugosidad, textura y otras caracteristicas que condicionan
la interaccion del material con su entorno. La caracterizacion superficial tiene
gran relevancia en campos como la ingenieria, ciencia de materiales y la
investigacion biomédica, permitiendo comprender y mejorar el rendimiento de los
materiales. Por lo tanto, al modificar la superficie de un implante de titanio, se
busca hacer de esta una superficie mas compatible con el cuerpo, mejorando asi

la afinidad con el tejido duro y acelerando la integracion osea.
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1.2.1 Topografia

La descripcidn y representacion detallada de la forma y caracteristicas fisicas de
una superficie son dadas por la topografia. Cuando se habla de implantes
biomédicos la topografia se enfoca en describir la rugosidad, textura y
caracteristicas geométricas de la superficie del implante. La rugosidad de la
superficie esta conformada por picos y valles de longitudes variables y es posible
cuantificarla con métodos topogréficos bidimensionales (2D) o tridimensionales
(3D).(18) Sin embargo, dependiendo del tratamiento aplicado a la superficie, la
topografia experimentara cambios y los parametros de rugosidad se
modificaran.(19) Estas modificaciones de la superficie en los parametros de
rugosidad se expresan a nivel de micras (1-10 ym), con el objetivo de mejorar la
afinidad bioldgica.(16,20)

Los parametros de rugosidad se pueden dividir en tres grupos:

1. Parametros de amplitud: Estos parametros se consideran los mas
importantes para la caracterizacion topografica de la superficie.
Proporcionan una descripcion cruda de la rugosidad de la superficie, al
medir las caracteristicas verticales de las desviaciones de la superficie.
Revelando la amplitud de las caracteristicas topogréaficas sin informar
sobre su distribucion espacial.

2. Parametros de espacio: Son aquellos que miden las caracteristicas
horizontales de las desviaciones de la superficie. Estos pardmetros son
fundamentales en algunos procesos de fabricacion, como el prensado de
chapa de acero.

3. Parametros hibridos: Son una combinacion de amplitud y espaciado.
Son parametros derivados que cuantifican las variaciones de la topografia

en relacion con las coordenadas planas.

Para esta tesis doctoral, se explicaran algunos de los parametros de amplitud
habituales.(18)

e Altura media aritmética (Ra): Se define como la desviacion absoluta
promedio de las irregularidades de rugosidad de la linea media en una
longitud de muestreo. Proporciona una descripcidbn general de las

variaciones de altura.
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e Rugosidad cuadratica media (Rq): Este parametro representa la
desviacion estandar de la distribucion de alturas de la superficie. Describe
la rugosidad de las superficies de la superficie mediante métodos
estadisticos.

e Altura maxima de los picos (Rp): Este parametro se define como la
altura maxima del perfil por encima de la linea media dentro de la longitud
de evaluacion.

e Profundidad méaxima de valles (Rv): Se describe como la profundidad
maxima del perfil por debajo de la linea media dentro de la longitud de
evaluacion.

e Altura maxima del perfil (Rt0 Rmax): Se define como la distancia vertical
entre el pico mas alto y el valle mas profundo a lo largo de la longitud de
evaluacion del perfil.

e Asimetria (Rsk): La asimetria de un perfil es el tercer momento central de
la funcién de densidad de probabilidad de amplitud del perfil, medida a lo
largo de la longitud de la evaluacién. Es utilizado para medir la simetria
del perfil con respecto a la linea media, siendo un pardmetro sensible a
valles profundos ocasionales o picos altos. Una distribucion de altura
simétrica, es decir, tantos picos como valles, tiene asimetria cero. Los
perfiles con picos eliminados o rayones profundos presentan asimetria
negativa. Los perfiles con valles rellenos o picos altos exhiben una
asimetria positiva. EI parametro de asimetria puede emplearse para
diferenciar entre dos perfiles que poseen los mismos valores Ra o0 Rq,
pero con formas distintas.

e Curtosis (Rku): El coeficiente de curtosis es el cuarto momento central de
la funcién de densidad de probabilidad de amplitud del perfil, medido a lo
largo de la duracién de la evaluacion. La curtosis describe la nitidez de la
densidad de probabilidad del perfil. Si Rku < 3, se dice que la curva de
distribucion es platicurtoica y tiene relativamente pocos picos altos y valles
bajos. Si Rku > 3, se dice que la curva de distribucion es leptokurtoica y

tiene relativamente muchos picos altos y valles bajos.
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El proceso de osteointegracion se ve influenciada tanto por las caracteristicas de
la superficie como por el disefio del implante. En la interaccion hueso-implante
se presentan cuatro fases diferenciadas: interaccion quirdrgica, proceso de
curacién, periodo de carga temprana y periodo de carga tardia.(21) Por lo que,
la optimizacion de las caracteristicas superficiales del implante es de vital
importancia debido a que, es posible alcanzar un respuesta Osea
significativamente més fuerte y un mayor contacto hueso-implante en una
superficie moderadamente rugosa 0 micro-rugosa, y cOmo consecuencia una

mejora en la calidad de la osteointegracion.(22)

1.2.2 Humectabilidad

La humectabilidad determina la capacidad de cualquier superficie sélida para
humedecerse cuando entra en contacto con un liquido. Esta propiedad de la
superficie es importante en diversos campos, como la quimica, la fisica de
superficies, la biologia y la ingenieria, ya que determina como los liquidos

interacttan con solidos y otros materiales.

La capacidad de humectacion del implante puede ser crucial para la adsorcién
de proteinas y, por ende, para la adhesion celular, debido a que la energia
superficial del implante estd relacionada con la humectabilidad. Las
interacciones fisicoquimicas entre la superficie adsorbente y las biomoléculas

impulsa la adsorcion de las biomoléculas en la superficie del implante in vivo.(23)

Presumiblemente, una superficie hidrofébica (baja humectabilidad) desacelera la
interaccién primaria con el biosistema acuoso. Por lo que, generalmente, se
informa que una superficie con hidrofilia moderada mejora el crecimiento celular
y la biocompatibilidad.(23,24) De hecho, se observa que a medida que la
humectabilidad del implante disminuye, la adhesion celular puede verse también
reducida, lo que sugiere la presencia de un intervalo de energias superficiales
Optimas. De manera contraria, las reacciones interfaciales "in vivo" alteran
parametros fisicos y quimicos significativos de la superficie, como la energia

superficial, lo cual repercute en la estabilidad a largo plazo de los implantes.(23)

Para determinar la hidrofobicidad/hidrofilia de una superficie, la cual suele ser
expresada en términos de angulo de contacto, se han desarrollado y empleado

diferentes metodologias para su medicion. El angulo de contacto de avance o
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angulo maximo (ACA, Oav) y el angulo de contacto de retroceso o angulo de
contacto minimo (ACR, Ore) son dos de los métodos mas utilizados para
determinar la humectabilidad de la superficie debido a su reproducibilidad. El
angulo de contacto de avance se aprecia en situaciones donde la fase liquida se
desplaza sobre el sélido a expensas de la fase fluida circundante, es decir, se
puede observar en el punto de contacto descendente de una gota sésil inclinada
en el momento en que comienza a deslizarse. Por el contrario, el angulo de
contacto de retroceso se aprecia en situaciones en donde la fase liquida
retrocede sobre el solido, disminuyendo el area humeda a favor del area seca.
Esta situacién se da en el punto de contacto ascendente de una gota sésil
inclinada en el momento en que comienza a deslizarse.(3) Otra forma mas
sencilla de cuantificar el angulo de contacto es mediante una medida estadistica.
Es decir, se deposita una gota en la superficie y, a partir de su perfil o de su
extension, se obtiene el valor del angulo de contacto. Mediante esta técnica se

obtiene el angulo de contacto de equilibrio sin tener en cuenta la histéresis.

En este sentido, es importante controlar las caracteristicas fisicoquimicas del
implante como son la topografia y la hidrofilia debido a que pueden influir en la
calidad de la osteointegracion. Después de la insercion del implante se producen
respuestas inmunes e inflamatorias, seguidas de angiogénesis y osteogénesis,
por lo que ambos parametros condicionan el anclaje de proteinas sanguineas a
la superficie, creando zonas de interaccion a través de células receptoras como
las integrinas. Después, los neutréfilos ocupan la superficie y, entre 2 y 4 dias
mas tarde, se unen monocitos y macrofagos. Estos pasos son importantes para
la homeostasis, ya que implican la liberacion de citoquinas y factores de
crecimiento que promueven el depdsito de matriz de colageno y la formacién
inicial de tejido 0seo. Por lo que las caracteristicas superficiales del implante
pueden condicionar la respuesta bioldgica y, en consecuencia, la calidad de la
osteointegracion.(7,23,25,26)
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1.3 Disefio de superficies

El disefio de la superficie tiene como objetivo mejorar el rendimiento y la
durabilidad del material. Con la intencién de mejorar la adhesion, resistencia a la
corrosion, humectabilidad, asi como, la biocompatibilidad del implante. En este
contexto, se han ideado diversas estrategias para alterar la superficie del

implante y consecuentemente, mejorar su compatibilidad biol6gica.

1.3.1 Modificaciones superficiales

Algunas de las modificaciones superficiales que reciben los implantes dentales
son el grado acido, abrasién, voladura de plasma, trasformacion iénica y
precipitados biomiméticos. Estas modificaciones de la superficie del implante,
promueve la absorcion de proteinas, la interaccion célula-superficie, asi como la
formacion de tejido 6seo entre el biomaterial y el organismo. Esto se debe a que,
una vez activado el proceso de cicatrizacion O6sea después de la lesion
quirdrgica, los osteoblastos entran en contacto con la superficie de titanio y
depositan la matriz mineralizada. Este proceso se ve favorecido por la presencia
de la capa de oxido de titanio que se forma en la superficie de titanio debido a
gue los osteoblastos tienden adherirse a superficies que son similares tanto en

quimica como en rugosidad al hueso natural.(20,27-29)

1.3.1.1 Métodos mecanicos

Este tipo de metodologia se enfoca en el tratamiento, la conformacién o
eliminacion de la superficie mediante la aplicacion de fuerzas fisicas utilizando
otro material sélido. Estos métodos son utilizados para limpiar la superficie y/o
conseguir topografias especificas.(30) Entre los mas comunes se pueden

encontrar:

e Mecanizado.
e Esmerilado.
e Pulido.

e Arenado/Granallado.
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1.3.1.2 Métodos fisicos

Este tipo de metodologia hace referencia a la formacion directa de capas sobre
la superficie del implante, con poca intervencién de reacciones quimicas. La
formacién de capas es impulsada principalmente mediante energia térmica,

cinética y eléctrica.(30) Algunos de los métodos convencionales son:

e Pulverizacion térmica (pulverizacion con plasma, pulverizacion de
combustible con oxigeno a alta velocidad, pulverizacion en frio)

¢ Implantacion de iones por inmersiéon de plasma y deposicion (PII&D).

1.3.1.3 Métodos quimicos

La modificaciébn de la superficie mediante reacciones quimicas se basa,
principalmente, en las interacciones quimicas en la interfaz entre el sustrato y el

medio sumergido.(30) Este tipo de modificaciones usualmente son:

e Grabado acido.
e Tratamiento térmico alcalino.
e Métodos electroquimicos.

e Métodos bioquimicos.

1.3.1.3.1 Tratamiento térmico alcalino

El tratamiento térmico alcalino es empleado para modificar la superficie de titanio

mediante la inmersion del sustrato en una solucién altamente corrosiva.

El titanio puro tiene la caracteristica de ser termodinamicamente inestable y
altamente reactivo cuando interactta con el oxigeno, esta interaccién superficie-
oxigeno forma una capa de 6xido de titanio en la superficie.(3) La notable inercia
guimica, resistencia a la corrosién asi como, la habilidad para repasivarse
—reaccion quimica del material que forma una capa pasiva de 6xido cuando la
superficie del metal o aleacion entra en contacto con el oxigeno del aire— del
titanio y de la mayoria de sus aleaciones se deben principalmente a la estabilidad
quimica, asi como, a la estructura sélida de la capa de éxido de titanio que se

forma en la superficie.(31)
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El titanio normalmente contiene tres capas de Oxido diferentes tales como: TiO
presente en la capa interna, Ti2O3 en la capa intermedia y la presencia de TiO2
en la capa externa. Esta ultima capa de 6xido que se forma en la superficie del
titanio puede oscilar entre 3 a 10 mm de grosor, pudiendo aumentar lentamente
con el tiempo.(30,32) En funcién del estado de oxidacion de la superficie de
titanio, se conocen diferentes estequiometrias, siendo el didxido de titanio el mas
estable y comun.(3) Ademas, es posible aumenta la cantidad de TiO2 cuando el

titanio es sumergido en un medio altamente oxidativo.(30)

La inmersion del titanio en una solucion de hidroxido de sodio (NaOH) de entre
5-10M durante 24 h a 60 °C oxida la superficie creando una nueva capa de
titanato de sodio en esta. Debido al tratamiento NaOH, la capa pasiva de TiO2
del titanio interactian con los iones Na* y los iones O? de la solucion NaOH;
generando una capa de titanato de hidrogeno de sodio (NaxHz2-xTiyOzy+1; 0<x< 2)
en la superficie del mental. Esta nueva capa de titanato de hidrégeno de sodio
se transforma en titanato de sodio (NazTisO13) con la presencia de pequefias
cantidades de rutilo (TiO2), la cual incrementa su resistencia de 5 a 50 mN

después del tratamiento térmico.(30,33)

1.3.1.3.2 Precipitados biomiméticos

La nueva superficie de titanio induce la formacién de hidroxiapatita mediante una
interacciodn idnica entre la capa de 6xido de la superficie de titanio tratada y un

fluido corporal simulado.

Se ha reportado que una superficie ionizada puede inducir la nucleacién y
deposicion de hidroxiapatita en la superficie de titanio debido a que la superficie
modificada i6nicamente presenta mayor capacidad de nucleacion de
hidroxiapatita.(34,35) Este proceso se lleva a cabo mediante una interaccion
iGnica cuando el titanio es sumergido en un fluido corporal simulado acelular, con
concentraciones de iones casi similares a las del plasma sanguineo humano
(tabla 1.3).(36,37) El fluido corporal simulado (SBF) —por sus siglas en ingles
Simulated Body Fluid— es una solucion termodinamicamente inestable debido a
la sobresaturacién con respecto a la hidroxiapatita.(38) Sin embargo, la
hidroxiapatita precipita a la temperatura normal del cuerpo, debido que la barrera

energética para la nucleacion homogénea de la hidroxiapatita en SBF es muy
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alta. Esta capacidad del material para inducir la precipitacion de hidroxiapatita en

un SBF también inducira la formacién de hidroxiapatita in vivo.(33)

La precipitacion de hidroxiapatita se produce debido a que los iones Na*
presentes en la superficie son liberados e interaccionan con los iones H3O* que
se encuentran en el SBF. Esta interaccién iénica da como resultado grupos TiOH"
en la superficie de titanio, los cuales absorben selectivamente los iones Ca?*
cargados positivamente presentes en el SBF. A medida que los iones de calcio
se acumulan, la carga de la superficie cambia de negativa a positiva. Este cambio
de carga produce la unién de los iones de fosfato cargados negativamente
presentes en el SBF, formandose fosfato de calcio amorfo en la superficie de
titanio. La fase final del proceso es metaestable y se transforma eventualmente

en hidroxiapatita estable cristalina, similar a la del hueso.(30,33,38)

Tabla 1.3 Concentraciones iénicas del plasma humano y de las soluciones sintéticas, mM. (37)

Na* 142.0 142.0
K* 5.0 5.0
Caz* 2.5 2.5
Mg?2* 1.5 15
Cl- 103.0 125.0
HCOs 27.0 27.0
HPO24 1.0 1.0
SO2 0.5 0.5
Ca/P 25 25
Buffer - TRIS
pH 7.4 7.4
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1.4 Biopelicula bacteriana

El disefio y las caracteristicas del implante, como la topogréafica, humectabilidad
y la quimica de la superficie, son parametros importantes que buscan alcanzar
la correcta integracion del tejido 6seo. Sin embargo, el tratamiento puede verse
comprometido debido a procesos infecciosos que inducen una inadecuada
respuesta celular. Esto se debe a que, durante la colocaciéon del implante, tanto
las células huésped como las células patégenas compiten por adherirse y
colonizar su superficie. Si la “carrera hacia la superficie” es ganada por las
células patégenas puede conllevar a inconvenientes o fracasos en el tratamiento.
De hecho, la infeccidén asociada a los implantes dentales es una de las causas
principales de fracaso en el tratamiento y puede presentarse semanas después
de la cirugia o incluso varios afios después de la colocacién del implante.(39,40)
La infeccidn de los implantes dentales se relaciona con dos razones principales:
la formacion de una biopelicula en la superficie del implante y la capacidad

inmune comprometida de la interfaz tejido-implante.(41)

Cuando el implante entra en contacto con las sustancias fisiologicas del cuerpo
se crea una capa de proteina superficial entre el hueso y la superficie del
implante, haciendo que la superficie sea idonea para la colonizacion de bacterias
ya sea de forma directa o0 mediante interacciones con proteinas preasorbidas. A
medida que las bacterias planctonicas se adhieran a la capa de proteina formada
en la superficie del implante resultard en la formaciébn de microcolonias,
desarrollandose una estructura de biopelicula Unica en 3D constituida a partir de
una matriz de sustancias poliméricas extracelulares hidratada.(2,40,41) Con el
aumento de la densidad de las microcolonias, los biopolimeros extracelulares
producidos sirven como una barrera que mantiene la estructura de la

biopelicula.(40)

La biopelicula que se adhiere de forma irreversible a una superficie, interfase o
entre si; se compone aproximadamente del 10% de células patégenas y de hasta
un 90% de lipopolisacaridos, polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos y
lipidos.(40,42) Esta matriz de sustancias poliméricas extracelulares proporciona
al ecosistema estabilidad mecanica y mejora de la adherencia a la superficie del
implante. Una vez establecida la comunidad microbiana esta exhibe un fenotipo

alterado con respecto a la tasa de crecimiento y la expresion de genes, debido a
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que la biopelicula presenta ambientes heterogéneos. Las capas superficiales de
la biopelicula estdn compuestas por bacterias metabdlicamente activas, mientras
que, las capas mas profundas presentan bacterias metabolicamente inactivas
derivado de la limitada difusién de oxigeno y nutrientes en esta zona de la matriz
polimerica.(9,43) Ademas, las bacterias metabolicamente activas presentes en
las capas superficies pueden volver a su forma planctonica si estas se
desprenden de la matriz polimérica, pudiendo de esta forma colonizar e inducir

nuevas infecciones en zonas distintas del cuerpo o del implante.(7,40)

Se ha reportado que en la “carrera hacia la superficie” la temprana contaminacion
bacteriana del campo operatorio es una de las causas mas frecuentes en el fallo
temprano del implante. Debido a que, el sistema inmunitario se ve gravemente
alterado por el trauma quirtrgico después de la implantacion, siendo este
momento considerado el de mayor riesgo para la adhesion bacteriana y por ende
la infeccion temprana del sitio quirdrgico. Incluso una vez completada la
integracion entre el tejido 6seo y la superficie del implante, la capacidad de la
respuesta inmune se ve disminuida debido al pequefio numero de vasos
sanguineos en la zona. Esta disminucion en la eficacia del mecanismo de

defensa facilita la adhesién y colonizacion de los agentes patégenos.(9,41,44)

La biopelicula crea un entorno de proteccién para las bacterias ante agentes
antimicrobianos (como pueden ser los antibiéticos convencionales). Ya que, a
medida que aumenta la densidad de bacterias en las colonias, se induce una
mejora en la interaccidén entre las células patégenas mediante sefalizaciones
bioguimicas. Pudiendo facilitar un intercambio y transferencia de genes de
virulencia, asi como genes de resistencia entre microorganismos, aumentando
la tolerancia y resistencia a los antibi6ticos.(40) Dando como resultado, que los
agentes antimicrobianos convencionales no puedan erradicar completamente los
patdgenos depositados en la pelicula, ya que las dosis estdndar normalmente no
pueden penetrar la biopelicula y matar a las bacterias, esto se suma a la

inactivacion de los agentes en ambientes acidos.(40,45)

Es este sentido, prevenir la adhesiéon bacteriana y la formacion de la biopelicula
es un gran reto, ya que, el microbioma oral es el segundo mas grande del cuerpo
con aproximadamente 700 especies de microorganismos como bacterias,

hongos, virus y protozoos que interactian entre si de forma sinérgica,
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antagonista o incluso, como sefializacion. Induciendo la formacién de una
biopelicula en la cavidad oral y se estima que 400 de estas especies bacterianas
son capaces de adherirse a la superficie del implante.(7,46) Siendo el
Staphylococcus aureas una de las bacterias gran positiva mas estudiadas, ya
gue esta bacteria exhibe una alta capacidad de formar biopeliculas multicelulares
que protegen a las células bacterianas del sistema inmunologico, presentando

una alta resistencia a los antibiéticos.(46—48)

De la misma forma, las bacterias Pseudomonas aeruginosa gramnegativas,
Porphyromonas gingivalis, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis y
Streptococcus sanguinis han sido estudiadas debido a que se encuentran
asociadas a la infeccion de los implantes dentales.(39) Por lo que, el disefio de
las nuevas superficies no solo busca la rapida respuesta celular mediante la
modificacion topografica de la superficie, sino que ademas se han desarrollado
diferentes enfoques para dotar a la superficie de titanio con propiedades
antimicrobianas facilitando la respuesta celular y garantizar, de este modo, una

correcta osteointegracion.(2,9,49)
1.5 Superficies antimicrobianas

La colonizacion bacteriana, y por lo tanto la infeccion, pueden ocurrir desde antes
o después de la cirugia. Durante la etapa perioperatoria donde el equipo
quirargico, la ropa usada por el personal y la atmosfera del quir6fano pueden ser
un foco de contaminacion. La contaminacion de la herida también puede ocurrir
de manera continua, ya sea durante el traumatismo, en lesiones penetrantes, o
desde una fuente adyacente a la herida. Otra forma de que el sitio quirdrgico
pueda verse afectado es debido a la infeccion de manera hematégena, lo que
significa que células patdégenas se diseminan a través de la linfa o sangre desde

un sitio de infeccién distante.(50)

En consecuencia, las primeras horas después de la cirugia son criticas para que
las células del huésped se adhieran y colonicen la superficie del implante,
ganando a las células patdégenas la “carrera hacia la superficie”. Una de las
alternativas mas utilizadas es la administracion sistémica de antibioticos, ya sea
de forma profilactica o preventiva antes y/o después de la cirugia. Sin embargo,

las limitaciones de la administracion sistémica de medicamentos, asi como la
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baja concentracion de medicamento en el tejido diana debido a una
vascularizacion comprometida y mala perfusién después de la cirugia puede
complicar el tratamiento. Ademas, la eficacia del tratamiento con antibidticos se
ve significativamente reducida cuando se ha formado una biopelicula en la
superficie del implante, ya que las células internas presentes en la biopelicula
pueden presentar resistencia a los antibiéticos debido al abuso generalizado de
estos.(50,51)

Una forma de disminuir la colonizacidon bacteriana y la formacion de biopeliculas
es disefar superficies de implantes dentales capaces de inhibir la adhesion y
colonizacion bacteriana. Estas estrategias se pueden centran principalmente en
el desarrollo de superficies con repulsién bacteriana pasiva o con una eliminacion
activa de bacterias. Las estrategias pasivas se enfocan en evitar la formacién de
biopeliculas en los implantes, mientras que los enfoques activos buscan disefiar
recubrimientos que liberen agentes antimicrobianos con el fin de alterar y
eliminar de forma eficaz la células bacterianas.(40,50) Sin embargo, es
primordial que la nueva superficie siga siendo biocompatible y promotora de la

osteointegracion.

Estos nuevos enfoques antimicrobianos (pasivos y activos) han sido clasificados
por diferentes autores de acuerdo a su disefio y propiedades.(50-52) Sin
embargo, estas clasificaciones pueden ser un poco confusas. De manera que,
de acuerdo a las clasificaciones analizadas en la literatura, coincidimos con
algunos autores que las nuevas superficies pueden agruparse, en términos

generales, en tres categorias principales.(40,45)

1. Superficie antiincrustante o “antifouling surface”.
2. Superficie que mata al contacto o “contact-killing surface”.
3. Superficie con liberacion bioactiva a partir de recubrimientos o “drug-

releasing surface”
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1.5.1 Superficie antiincrustante o “antifouling surface”

Como se ha mencionado anteriormente en la seccion 1.3 Disefio de
superficies, las modificaciones superficiales del implante no contienen agentes
antimicrobianos y se centran en disefiar superficies que reduzcan el micro
movimiento del implante para promover la adhesion celular y una rapida
osteointegracion.(53) Sin embargo, se ha reportado que las propiedades
superficiales que resultan de la modificacion de esta, tales como, la rugosidad,
humectabilidad, carga y energia libre superficial influyen en la adhesion
bacteriana. Esto puede condicionar las modificaciones superficiales del implante
debido a que una superficie repelente puede comprometer la adhesién de células
huésped, ya que tanto las células huésped como las células patégenas
presentan mecanismos de adhesion similares.(50,51)

Asi mismo, con el desarrollo de la nanotecnologia, la rugosidad que describe las
crestas o proyecciones de la superficie, es decir, la distancia entre dos picos o
dos valles ya no es relevante para describir superficies a nanoescala.(51) Las
modificaciones en la micronanotopografia del sustrato genera nuevos patrones
en la superficie, dando como resultado superficies antiincrustantes vy
superhidrofobas. Con esto se busca replicar algunas nanoestructuras presentes
en la naturaleza, como las hojas de loto las cuales resisten la adhesion
bacteriana ya que son superhidréfobas, de igual forma se busca replicar las alas
de las cigarras ya que exhiben una superhidrofobicidad y sus nanocapilares

pueden dafnar la membrana celular.(50,52)

Las superficies superhidrofobas se crean realizando estructuras rugosas
(nanopilares, nanocanales y nanodiscos) sobre materiales hidrofébicos para
obtener superhidrofobicidad. Estas superficies presentan una excesiva
repelencia al agua ya que presentan un angulo de contacto con el agua por
encima de 150°. La poca o nula humectabilidad, asi como el alto nivel de
rugosidad de la superficie permite que se creen bolsas de aire entre la superficie
y la membrana celular de la bacteria, dificultando el contacto completo.(50,54)
Otra estrategia, se basa en superficies superhidrofilas con angulos de contacto
con el agua por debajo de 10°. Esto se consigue mediante alteraciones quimicas
con caracteristicas morfolégicas diferentes, ya que al combinar

microrrugosidades regulares con sustancias hidréfilas estas se quedan
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atrapadas en la superficie debido a la rugosidad, generando una capa acuosa

que limita la adhesién bacteriana.(40,52)

1.5.2 Superficie que mata al contacto o “contact-killing surface”

El enfoque biomimético de la superficie que mata al contacto se inspira en las
estructuras de las alas de las cigarras y libélulas, que presentan un revestimiento
de nanopuntas. Este decorado de las alas actia como medio defensivo contra
los contaminantes bacterianos.(50,55) Por lo que, para replicar este efecto, se
disefian nanoestructuras topograficas analogas, como son: nanobarras,
nanopilares y nanobordes. Las propiedades inherentes de muerte por contacto
de estas superficies se relacionan directamente con las propiedades
dimensionales de las nanoestructuras disefiadas como la altura, el ancho y el

espaciado.(56)

Estas superficies nanotexturizadas (nanopilares gruesos y romos) promueven la
adhesién bacteriana entre las espigas, provocando la suspension, el estrés,
ruptura del cuerpo celular y en dltima instancia la muerte celular de las
bacterias.(40) Sin embargo, este tipo de disefios no son eficaces contra especies
Gram-positivas, probablemente porque esta especie de bacterias presentan
capas gruesas de peptidoglicano, lo que genera una superficie mas rigida y

resistente al estrés.(50,54)

Como alternativa, se han disefiado superficies que inducen la muerte por
contacto, empleando antibiéticos, biomoléculas como el quitosano y la celulosa,
asi como ciertos péptidos antimicrobianos. Estos agentes antimicrobianos se
unen a la superficie mediante diferentes enlaces, tal como un enlace sulfhidrico
unido al polidimetilsilaxano (PDMS) o alternativas mediante una union covalente
con aminopropiltrietoxi silano (APTES) al oxido de la superficie.(29,45) Sin
embargo, este sistema podria ver reducida su eficacia debido a que los restos
de las bacterias que han muerto por contacto con la superficie se van
depositando sobre la misma, creando una barrera para nuevos grupos de
bacterias activas y brindan nuevos sitios de adhesion para las bacterias
planctonicas.(57,58) En adicion, la estabilidad mecanica del sistema podria ser
una limitacion, dado que una fuerza de friccién con la superficie podria romper

los enlaces de union vy, por lo tanto, la pérdida del recubrimiento.(45)
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1.5.3 Superficie con liberacion bioactiva de farmacos o “drug-releasing

surface”

Este tipo de enfoque incorpora un recubrimiento a la superficie desde el cual se
pueden liberar agentes bioactivos de manera sostenida alrededor del implante y
los tejidos circundantes, con el objetivo de estimular y acelerar la respuesta
celular. Gran variedad de los recubrimientos de la superficie se desarrollan a
partir de biopolimeros con versatilidad molecular y funcional, permitiendo la
funcionalizacién con sustancias bioactivas. Entre estos biopolimeros podemos
encontrar los de origen natural como el alginato, el colageno, la celulosa, la
gelatina, el acido hialurénico y el chitosan (Cs). Mientas que biopolimeros de
origen sintético podemos encontrar la policaprolactona (PCL), la
pelieteretercetona (PEEK), la poli-L-lactida (PLLA), la poli-D,L-lactida-co-
glicolida (PLGA), poliuretano y el alcohol polivinilo (PVA).(40,59) En general, los
biopolimeros buscan estimular la diferenciacion y proliferaciéon celular. No
obstante, algunos biopolimeros son inertes por si mismos, por lo que se emplean

en combinacion con otros biopolimeros.(60)

Por otro lado, se ha buscado conferir a los recubrimientos de superficie con
propiedades antimicrobianas y han sido cargados en combinacién con
antibiéticos para prevenir la adhesion y colonizacion bacteriana de la
superficie.(39,61) En este punto es critico la optimizacion del sistema liberador
para conocer la carga 6ptima del principio activo y los factores que influyen en la
liberaciobn de este, por lo que, se han estudiado diferentes estrategias de
administracion y liberacion focalizada de farmacos.(2,53) Sin embargo, la
liberacién de antibiéticos desde algunos recubrimientos ha generado precauciéon
debido a la prevalencia de cepas bacterianas resistentes a los antibiéticos.(39)
Una alternativa a estos inconvenientes, es disefiar sistemas de liberacion
cargados con farmacos que ademas de promover la respuesta celular, tengan
propiedades antimicrobianas. Una alternativa son los polimeros cationicos y
aniénicos (como el chitosan, péptidos y la celulosa) los cuales se ha reportado

gue presentan propiedades antibacterianas.(2,40,62)
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1.6 Sistema liberadores de farmacos

La incorporacion de agentes antimicrobianos a sistemas liberadores de farmaco
(DDS) —por sus siglas en ingles Drug Delivery Systems— ha llamado la atencién
como alternativa a la resistencia de las bacterias a los antibiéticos debido a que
los sistemas liberadores de farmacos permiten focalizar el sitio de administracion
del principio activo. Enfocandose en mejorar la respuesta celular al prevenir y
controlar la adhesion bacteriana. Ademas, la administracion de farmaco via DDS
limita los efectos secundarios del principio activo cuando estos son

suministrados de forma sistémica.(53,63)

Estos sistemas han sido empleados para cargar diferentes principios activos
como factores de crecimiento, proteinas, péptidos, antibiéticos como pueden
doxiciclina, vancomicina, gentamicina, penicilina, clortetraciclina, estreptomicina
o daptomicina entre otros. Incluso se han empleado estos sistemas buscando
otro enfoque terapéutico al incorporar farmacos como ibuprofeno, paracetamol o
doxepina.(49,57,64-68) Esto indica la versatilidad de los sistemas para
transportar y liberar el principio activo. Sin embargo, una consideracion que hay
que tener en cuanta es que la eleccion del sistema liberador de farmaco
determina la capacidad de carga, la duracion de la liberacion y la via de
administracion mas adecuada del farmaco. Asimismo, las propiedades del
principio activo como la solubilidad, la potencia, el sitio de accién y la tasa de

eliminacién influyen en la seleccién del farmaco.(53)

En este contexto, diferentes estrategias han sido empleadas para disefar
sistemas capaces de transportar y liberar farmaco. Desde modificaciones
superficiales del implante hasta el uso de biopolimeros naturales y/o sintéticos
capaces de crear matrices estables, que al contacto con el medio fisioldgico
inician su degradacion y, en consecuencia, la liberacion del farmaco. Los
recubrimientos de implantes abarcan desde nanotubos de titanio, nanofibras

electrohiladas, hidrogeles, peliculas, microparticulas y nanoparticulas.(53)

1.6.1 Nanotubos de titanio

Se pueden crear matrices de nanotubos de titania (TiO2) mediante un proceso
de anodizacioén electroquimica. Este tipo de sistemas permite la adsorcion del

farmaco de forma fisica ademas de presentar una alta biocompatibilidad.
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Durante el proceso de anodizacion electroquimica, parametros como la
temperatura de reaccion, el voltaje de anodizacion o el tiempo de reaccion
condicionan las caracteristicas de los nanotubos, como pueden ser el diametro,
la longitud, la relacion de aspecto y volumen. Influenciando directamente las

tasas de carga y liberacion de farmaco.(67,69,70)

Este tipo de sistemas se complementa con recubrimientos poliméricos como
PLGA o chitosan, los cuales sirven como una capa protectora que puede ser
beneficiosa para ajustar, retener o prolongar la liberacion del farmaco. Ademas,
esta copa protectora favorece la unién y proliferacion celular. Una de las ventajas
de incorporar polimeros es la posibilidad de cargar el sistema con otros vehiculos
de liberacibn como nanoparticulas que permitan encapsular farmacos
hidrofobos.(53,71)

1.6.2 Nanofibras elctrohiladas

Estos sistemas estan fabricados generalmente con poli-D,L-lactida-co-glicolida
(PLGA). EIl sistema se caracteriza por presentar una estructura no tejida
altamente porosa, con alta permeabilidad, estabilidad y facilidad de
funcionalizacién. Siendo la técnica de electrohilado la metodologia empleada
para su fabricacion. La carga del sistema con farmacos se puede inducir
mezclando el principio activo con el polimero antes de la técnica de electrohilado

o mediante la adsorcién e inmovilizacion del principio activo en las fibras.(53,72)

1.6.3 Peliculas

El recubrimiento de la superficie con una pelicula bidimensional es posiblemente
la estrategia mas sencilla para la administracion localizada de farmacos. Este
tipo de sistema se logra mediante el recubrimiento por pulverizacion, fundicion
por goteo o técnicas de inmersion. Sin embargo, una de las limitantes de esta
técnica es la reproducibilidad debido a que es complejo estandarizar la

uniformidad, la quimica y el grosor de los recubrimientos.(53,73,74)

1.6.4 Hidrogeles

Los hidrogeles se definen como materiales viscoelasticos tridimensionales
formados por una red polimérica con entrecruzamiento fisico y/o quimico de uno

0 mas polimeros y tienen una alta capacidad de absorber grandes cantidades de
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agua.(75) Debido a sus caracteristicas y su blanda consistencia estos sistemas
pueden simular tejidos vivos, ademas de ser biodegradables y presentar
estabilidad bajo condiciones fisiol6gicas. Los hidrogeles pueden ser clasificados
en dos grupos debido a sus caracteristicas. Los hidrogeles estables o quimicos
presentan una red entrecruzada de enlaces covalentes. Mientras que, los
hidrogeles reversibles o fisicos presentan una red de enlaces secundarios como

enlaces iodnicos, enlaces de hidrogeno o fuerzas hidrofébicas.(76)

Los sistemas de liberacion en forma de hidrogel han atraido la atencién en el
desarrollo de lentes de contacto, apodsitos de heridas, administracion de
farmacos y genes, ingenieria de tejidos, andamios celulares, reparacion de
tejidos, inmunoterapias y vacunas. Como resultado de su biocompatibilidad,
capacidad de hinchazon en medios acuosos y la sensibilidad a estimulos
externos.(77) Estos sistemas pueden ser fabricados a partir de materiales
naturales, sintéticos o una combinacion de ellos. Algunos de los materiales
naturales empleados en la fabricacion de hidrogeles son: el colageno, la fibrina,
el &cido hialurénico, alginato o chitosan.(53,78,79) Por el contrario, los materiales
sintéticos empleados para disefar hidrogeles son: el alcohol polivinilo (PVA), el
polietilenglicol (PEG), el policaprolactona (PCL) y el &cido polilactico
(PLA).(75,80)

Esta caracteristica del sistema permite que los hidrogeles puedan ser cargados
con principios activos permitiendo que la matriz sirva como una plataforma

trasportadora en la entrega dirigida de farmacos.(45)

1.6.5 Nanoparticulas y microparticulas

Para el proposito de esta Tesis Doctoral, los términos “nanoparticulas” y
“microparticulas” se refieren a particulas de tamafio medido en nandmetros y

micrémetros, respectivamente.

Cuando se habla de DDS mediante particulas, por lo general se diferencia entre
nanoparticulas y microparticulas. Algunos autores consideran como
nanoparticulas sistemas que varian en rango de tamario de entre 1y 100 nm, y
cuanto mayor sea el tamafio del sistema es mas probable que se comporten
como microparticulas.(81-83) No obstante, aunque el tamafio juega un papel

importante en la caracterizacion del sistema, con frecuencia se buscan tamarfios
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< 300 nm debido a que pueden penetrar facilmente los capitales y el tejido
epitelial. Se ha reportado que tamafios < 100 nm presentan una captacion arterial
tres veces mayor en comparacion con particulas de tamafios mas grandes > 275
nm.(81,84,85)

Existe una gran variedad de posibilidad para el desarrollo de nanoparticulas y la
eleccion de cada una de ellas radica en las propiedades fisicas, quimicas y
fisicoquimicas de cada sistema. Por lo que, las nanoparticulas deben cumplir con
una serie de caracteristicas minimas. El sistema debe ser biocompatible y
biodegradable, ademas de tener un tamafio y propiedades superficiales
adecuadas, una alta capacidad de incorporar principios activos a la matriz,
brindar proteccién a los principios activos ante su degradacion en el organismo,
la posibilidad de prolongar los tiempos de circulacion en sangre para alcanzar la
acumulacion del sistema en el tejido diana, asi como, una metabolizacion y

eliminacién correcta del sistema.(86—88)

En los dltimos afios, gracias al avance en el campo de la nanotecnologia el
desarrollo de particulas a niveles nanométricos se ha visto ampliamente
explorado. Solo hasta el afio 2003, al ingresar el término Mesh “nanoparticles”
en la base de datos MEDLINE (via PudMed) habian sido publicados 851
articulos. Sin embargo, cuando la blusqueda se realiza entre 2004-2024 (marzo
2024) se reportan 188 418 articulos. Por lo que, la variedad de nanosistemas
con diferentes potenciales de aplicacion en biomedicina es inmensa. Pudiéndose
encontrar sistemas a base de micelas, liposomas, quantum dots, nanoparticulas
organicas (poliméricas o lipidicas) e inorganicas basadas en materiales
magnéticos como magnetita (0xido de hierro), metales semiconductores como

oro o plata, hidrogeles, dendrimeros o nanotubos de carbono.(87-92)

Entre todas estas estrategias, para este trabajo de investigacion nos
centraremos en nanoparticulas organicas poliméricas debido a que son una

plataforma prometedora para la entrega dirigida de medicamento.
1.6.5.1 Nanoparticulas organicas

Las nanoparticulas organicas son sistemas coloidales solidos conformados por

macromoléculas que varian en rango de tamafo de entre 1 nm a 1000
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nm.(68,92) Y acorde al material utilizado para la sintesis del sistema, estas se

pueden dividir en términos generales en tres grupos:

1. Nanoparticulas a base de polimeros.
2. Nanoparticulas a base de lipidos.

3. Nanoparticulas hibridas de lipidos y polimeros.

Las nanoparticulas basadas en polimeros naturales y sintéticos presentan
propiedades interesantes como sistema portador de farmaco debido a su
estabilidad, larga vida util y facilidad de caracterizacion del sistema.(93,94) Lo
que permite mejorar la biocompatibilidad y la facilidad de incorporar principios
activos tanto hidrofilos como hidréfobos al sistema. Dando como resultado una
mejora de la solubilidad y liberacion del farmaco.(89) Estas ventajas permiten al
sistema la posibilidad de liberar concentraciones idéneas en areas focalizadas,
maximizando el efecto terapéutico y reduciendo los efectos secundarios del

medicamento cuando son administrados de forma sistémica.(63)

Dependiendo del método de preparacion, las nanoparticulas pueden ser de dos
tipos: nanocépsulas y nanoesferas. Cuando las nanoparticulas constan de una
estructura ndcleo-capa, se denominan nanocapsulas. Por el contrario, si las
nanoparticulas constan de una matriz polimérica continua se denominan
nanoesferas. Esta versatilidad del sistema las hace excelentes vehiculos de
transporte para la entrega dirigida de biomoléculas, farmacos, genes y vacunas

al sitio de interés in vivo.(89,92,95)

Ademas, dependiendo del polimero (natural o sintético) empleado para la
sintesis del sistema las nanoparticulas tendran caracteristicas especificas. Por

lo que la eleccion del material dependera de una serie de criterios como:

El tamafio de nanoparticula deseada.

Las propiedades del farmaco a transportar (solubilidad, estabilidad, etc.).
Caracteristicas y funcionalidad de la superficie.

Grado de biodegradabilidad, biocompatibilidad y toxicidad del polimero.
Perfil de liberacion del sistema.

2 S o

Antigenicidad del producto final.

Estos criterios son importantes ya que condicionan la viabilidad del sistema. Por

ejemplo, las nanoparticulas poliméricas no biodegradables pueden ser utilizadas
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en la entrega dirigida de medicamentos o como sistema complementario del
diagnoéstico por imagen (polimetacrilato y polimetilmetacrilato). Por otro lado,
alguno de los polimeros sintéticos biodegradables empleados como sistemas
liberadores de farmacos son el &cido polilactico, la poli-D,L-lactida-co-glicolida
(PLGA), polianhidridos, poli-e-caprolactona, alcohol polivinilo, etc. Mientras que,
algunos de los polimeros naturales mas ampliamente utilizados para la sintesis
de nanoparticulas son la celulosa, alginato, el &cido hialuronato, el chitosan,
etc.(84,89,90,95,96)

El chitosan (Cs) es un polimero con gran versatilidad y biocompatibilidad, por lo
gue ha sido estudiado en la sintesis de nanoparticulas (NP). Las nanoparticulas
disefiadas a base de chitosan presentan una mejor absorcion celular y pueden
ser aplicadas en enfoques como administracion de farmacos, proteinas, genes,
vacunas Yy agentes quimioterapéuticos oculares, mucosos, preorales,
pulmonares e intranasales.(97-99) Las nanopatrticulas de chitosan (NPCs) se
pueden preparar mediante diferentes metodologias y de igual forma se debe
tener consideracion en la metodologia a utilizar, ya que esta condicionara las
caracteristicas finales de las NP.(89,98,100)

Gelificacion o reticulacién ionica.

Método de coacervacion complejo.

Método de coprecipitacion

Método de difusién de disolvente de emulsion.
Método de microemulsion.

Método micelar inverso.

N o o~ wDdPE

Método de evaporacion de disolvente basado en emulsion.

Entre todas las posibilidades que se pueden encontrar para el disefio de NPCs.
La gelificacion o reticulacion iénica es una de las mas empleadas debido a sus
grandes beneficios en comparacion con las otras técnicas ademas de ser una
técnica de facil preparacion.(84,97,98) La metodologia de esta técnica sera
detallada en el apartado 4.1.4.2.1 Método de gelificacion idnica

correspondiente al capitulo 4.
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1.7 Polimeros sintéticos y naturales

Como se ha podido precisar podemos encontrar diferentes estrategias para la
entrega focalizada de medicamentos. La eleccion de una de ellas dependera del
sitio y el propésito de tratamiento que se desea alcanzar. De la misma forma, la
matriz portadora del principio activo debera trabajar en sinergia con las
caracteristicas superficiales del implante, asi como, brindar estabilidad al
sistema seleccionado como DDS. Como se ya se ha mencionado anteriormente,
los polimeros usados como matrices para crear sistemas liberadores de

farmacos pueden ser clasificados como:

1. Sintéticos o naturales.

2. Biodegradables o no biodegradables.

Ya se han mencionado algunos ejemplos de estos tipos de polimeros por lo que,
para propositos de este trabajo de investigacion se detallardn dos de los
polimeros que presentan grandes propiedades fisicoquimicas, tanto individuales
como en conjunto debido a su alta biocompatibilidad y versatilidad. Uno de origen
sintético y otro de origen natural.

1. Alcohol polivinilo (PVA).
2. Chitosan (Cs).

1.7.1 Alcohol polivinilo

El alcohol polivinilo (PVA) es un polimero sintético que se usa normalmente como
aposito de heridas cutdneas debido a sus buenas propiedades vy
caracteristicas.(101,102) Es wun polimero ecologico, biodegradable vy
bioadhesivo, ademas, al ser soluble en agua, se convierte en una solucion no
toxica, incolora, inodora y transparente.(75,103) ElI PVA fue sintetizado por
primera vez en el aio 1924 por Hermann y Haehnel, mediante la hidrdlisis del
acetato de polivinilo en etanol con hidréxido de potasio. EI PVA (C2H4O)n,
estructuralmente es un polimero lineal interconectado mediante enlaces de
carbono-carbono con presencia de grupos de hidroxilo en las cadenas laterales
que le permiten al polimero que se auto-entrecruce.(80,104) La figura 1.1

muestra la composicién quimica del alcohol polivinilo.(105)
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El polimero ve alterado su peso molecular en funcién de la longitud de la cadena
inicial de acetato y el grado de hidrélisis (20,000 a 400,000 g/mol). Por lo que, el
polimero puede ser clasificado en dos grupos, un primer grupo donde se
encuentra parcialmente hidrolizado (87-89%) y un segundo grupo donde el
polimero esta totalmente hidrolizado (91-99%). Esto se debe a que los grupos
acetato experimentan hidrélisis mediante un intercambio de éster con metanol,
en presencia de metilato de sodio anhidro o hidréxido de sodio acuoso.(63,106)
Por otro lado, los grupos hidroxilo del PVA influyen significativamente en sus
propiedades reoldgicas y mecanicas, generando enlaces de hidrégeno tanto
inter como intramoleculares, por lo que la disposicion espacial y densidad de los

grupos determinan estas propiedades.(104)

De la misma forma, dependiendo del grado de hidrélisis del polimero la
solubilidad del material se ve afectada, cuando el PVA se encuentra parcialmente
hidrolizado este es méas soluble en agua, presentando mayor flexibilidad y
adhesién a superficies hidrofébicas. Mientras que, cuando el PVA se encuentra
totalmente hidrolizado el polimero es mas estable en presencia de solventes
organicos, presentando una mayor resistencia a la traccion y adhesion sobre
superficies hidrofilas.(63,102) Asi pues, las propiedades reoldgicas vy
viscoelasticas del PVA son influenciadas por las uniones fisicas, el grado de
polimerizacién, el grado de hidrélisis, el peso molecular y la orientacién
molecular.(104,106,107)

OH

SN
- - N

Figura 1.1. Estructura quimica del alcohol polivinilo.
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El PVA ha sido aprobado por la Administracion de alimentos y medicamentos
(FDA) —por sus siglas en ingles Food and Drug Administration —.(108) Como
se ha descrito, el alcohol polivinilo tiene una alta capacidad de reticulacion lo cual
favorece la formacion de peliculas e hidrogeles. En adicion se ha reportado que
es un material que no presenta toxicidad, carcinogenicidad, y si una buena

compatibilidad y biodegradabilidad en tejidos y fluidos humanos.(63,109)

Ademas, posee propiedades fisicas y mecanicas deseables, como una buena
permeabilidad a los gases, alto indice de expansion, capacidad de absorcion de
fluidos y una buena transparencia. No obstante, el PVA presenta algunas
limitaciones, como la falta de propiedades antibacterianas, el ser un material
intrinsicamente bioinerte que no favorece la sefializacion y las interacciones
celulares.(102,110) La tabla 1.4 presenta los valores especificos de las

propiedades fisicoquimicas del PVA.

Tabla 1.4 Propiedades fisicoquimicas del alcohol polivinilo.(63)

Punto de inflamacion 79 °C
Punto de fusién 180 - 190 °C
Punto de ebullicion 340 °C
Temperatura de descomposicién >200 °C
Viscosidad >4.8 - 5.8 mPa.s
Densidad 1.19-1.13 g/cm3
pH 50-6.5
indice de refraccion 1.49 —1.53

1.7.2 Chitosan

La quitina (poli-N-acetil-D-glucosamina) es un polimero de origen natural y es el
segundo polisacarido mas abundante en la tierra después de la celulosa. Y se
encuentra presente en la concha de algunos invertebrados, como camarones o
cangrejos, en la pared celular de algunos hongos y en el exoesqueleto de

algunos crustaceos.(111-113) Cuando el polimero es sometido a una
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desacetilacion alcalina da como resultado chitosan (poli-D-glucosamina). El
componente estructural del producto resultante es similar a los
glucosaminoglicanos —Un tipo de biomoléculas con funcion estructural,
principalmente presentes en los tejidos conectivos, epiteliales y éseos, asi como

en el medio intercelular—.(113)

El Cs es un polisacéarido glucosaminoglicano cationico y es posiblemente el inico
polication de origen natural renovable.(114) Este polisacarido presenta una
estructura semicristalina lineal que esta compuesto por dos subunidades de
monosacaridos, D-glucosamina (GIcN) y N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), las
cuales se encuentran unidas entre si por enlaces glucosidicos -1,4. El polimero
presenta tres grupos funcionales reactivos ubicados en cada unidad de
monosacaridos; un grupo amino libre en los atomos de carbono C-2 de las
unidades desacetiladas y grupos hidroxilo en los atomos de carbono C-3 y C-6
en las unidades acetiladas y desacetiladas. La variabilidad en las proporciones
de GIcN y GIcNAc dan lugar a diferentes propiedades fisicoquimicas primarias
del chitosan, como el grado de desacetilacion, el peso molecular y la viscosidad
del polimero. Siendo estas propiedades fisicoquimicas del chitosan las que
determinan en gran medida las propiedades antimicrobianas, asi como, la
solubilidad y viscosidad del polimero.(42,102,115,116)

Al ser un polimero con naturaleza policatidnica, el chitosan purificado presenta
una escasa solubilidad y alta viscosidad. Sin embargo, es posible lograr su
disolucién con &cidos organicos como el acido acético y el acido férmico o
mediante acidos inorganicos como el acido clorhidrico y el acido sulfurico. Con
el objetivo de mejorar la solubilidad del Cs, se han realizado modificaciones tanto
fisicas (mezcla) o quimicas (sustitucion N o O, copolimerizacion e injerto)
principalmente en el grupo amino funcional reactivo y los grupos hidroxilo del
polimero. Estos cambios estructurales del chitosan mejoran la solubilidad en
agua y se pueden realizar mediante alquilacion, acilacion, cuaternizacion y
sacarizacion, dando como resultado productos derivados funcionales tales
como: N,N,N-trimetilchitosan (TMC), carboximetilchitosan (CMCS), chitosan
cloruro de hidroxipropil timetili amonio (HACC) vy chitoologosacaridos,
respectivamente.(42,98,100,111,117)
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El Cs ha sido aprobado y catalogado por la FDA de EE. UU como material seguro
(GRAS) —por sus siglas en inglés Generally Recognized as Safe—.(98) El Cs
presenta caracteristicas fisicas y biologicas interesantes debido a que es un
material biocompatible, biodegradable, el cual exhibe baja toxicidad y actividad
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas. Ademas, de
mostrar caracteristicas bioadhesivas, bacteriostaticas y propiedades biologicas
que estimulan la curacibn de los tejidos favoreciendo la
osteointegracion.(84,118-121) La alta biocompatibilidad del chitosan podria
deberse a que las unidades repetitivas de N-acetilglucosamina del polimero tiene

una similitud estructural con los glicosaminoglicanos de la matriz extracelular.

En adicién, se ha reportado que el Cs posee propiedades que pueden promover
la regeneracién de tejidos blandos y la osteoconduccién.(113,120,122) La
naturaleza mucoadhesiva del chitosan lo hacen un candidato prometedor para
encapsular, transportar y liberar farmaco en la administracion oral. Debido a que
las moléculas cargadas positivamente del Cs (cationicas) logran una interacciéon
electroestatica fuerte con las moléculas cargadas negativamente de la superficie
mucosa (aniénicas). En adicion, el Cs se degrada de manera lenta en azUcares
amino no toxicos los cuales pueden ser absorbidos completamente por el
cuerpo.(99,123)

Estas caracteristicas posicionan al chitosan como un recubrimiento de interés
para mejorar la respuesta celular, evitar la adhesién de bacterias y brindar un
efecto terapéutico focalizado sin que el implante pierda sus propiedades
originales.(122) Gracias a su gran versatilidad se ha utilizado en la industria
alimentaria, agricola, textil, farmacéutica y en el area biomédica ha sido
investigado como vehiculo de transporte de principios activos y DDS.(75,84,117)
La figura 1.2 muestra la composicion quimica del chitosan.(124)

La gran maleabilidad de los polimeros (PVA y Cs) los hacen grandes candidatos
como sistemas liberadores de farmacos en la entrega dirigida de medicamentos.
La combinacibn de estos dos polimeros ha demostrado tener buenas
propiedades mecénicas y quimicas debido a sus interacciones intermoleculares
Gnicas debido a que el PVA presenta un alto grado de enlaces de hidrogeno

entre sus grupos hidroxilos (-OH), mientras que el Cs tiene grupos amino (-NH2)
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en su estructura quimica, los cuales pueden crear enlaces de hidrogeno con los
grupos hidroxilo del PVA.(79,98) Por ende, para contrarrestar las limitaciones
que presenta el PVA, se han estudiado ambos polimeros en conjunto como

sistemas liberadores de farmacos.(123,125-129)

En este sentido, como se ha mencionado previamente el alcohol polivinilo es un
polimero inerte sin propiedades antimicrobianas capaz de crear una matriz
reticulada que sirva como portadora del agente terapéutico deseado. Por lo que,
la combinacion con nanoparticulas de chitosan presentaria la posibilidad de
vehiculizar agentes terapéuticos deseados en el sitio quirdrgico. ElI nuevo
sistema liberaria el agende terapéutico de manera controlada durante las
primeras horas tras su administracion para prevenir la adhesion bacteriana a la

superficie, permitiendo a las células huésped colonizar la superficie del implante.

HO
[ HO | O
) OH
0O
OH NH.
e
HO NH-
. - n

Figura 1.2. Estructura quimica del chitosan.
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Hipotesis y objetivos

2.1 Hipotesis

Como se ha podido expresar en el estado del arte, la temprana
colonizacion bacteriana de la superficie de titanio puede condicionar la respuesta
celular del huésped, aumentando criticamente la posibilidad de un fracaso en el
tratamiento. La hipotesis de este trabajo es que, mediante un tratamiento de
superficie, es posible vehiculizar farmacos y provocar un efecto bioldgico. Es

decir, se plantea lo siguiente:

1. El aumento de la humectabilidad superficial condiciona la retencion del
farmaco.
e Una superficie con cargas ionicas facilita la adsorcién de farmacos y su
posterior liberacion.
e Una superficie mas rugosa garantiza la adsorcién de farmacos y su
posterior liberacion.
2. Es posible recubrir la superficie de titanio con matrices poliméricas
capaces de liberar farmaco.

3. El recubrimiento de una matriz polimérica reduce la adhesion bacteriana.
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2.2 Objetivos

El

objetivo fundamental planteado en esta Tesis Doctoral es disefiar

superficies de titanio bioactivas liberadoras de farmacos. Con la intensién de

conseguir este proposito se plantean los siguientes objetivos especificos.

62

1.

9.

Realizar una revision bibliografica sobre los diferentes tratamientos
superficiales para modificar la superficie de titanio.
Analizar mediante la bibliografia los diferentes sistemas liberadores en la
entrega focalizada de farmacos.
Modificar fisicoquimicamente la superficie de titanio para conseguir
precipitados de hidroxiapatita.
Disefiar un recubrimiento de la superficie de titanio a base de alcohol
polivinilo para la entrega dirigida de farmacos.
Disefiar y elaborar nanoparticulas a base de chitosan reproducibles con
Su posterior caracterizaciéon en cuanto a tamafio, estructura, indice de
polidispersion, propiedades eléctricas y adhesivas, asi como, la
estabilidad coloidal durante su almacenamiento y conservacion.
Caracterizar las superficies para evaluar sus perfiles topograficos y su
humectabilidad.
Caracterizar las superficies bioactivas mediante microscopia electronica
de barrido (SEM).
Seleccionar los métodos analiticos adecuados para:
Determinar mediante las rectas de calibrado las concentraciones de los
farmacos.
Determinar el porcentaje de adsorcion de las superficies bioactivas.
Determinar el porcentaje de farmaco con el que ha sido cargado el
recubrimiento de alcohol polivinilo.
Determinar el porcentaje de encapsulacion de las nanoparticulas de
chitosan.
Evaluar los perfiles de liberacion de las superficies bioactivas.
Disefiar las pruebas bacteriolégicas para evaluar la actividad

antimicrobiana de los sistemas liberadores de farmacos.
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Estrategias de disefio de superficies de titanio para adsorcion y liberacién de farmaco

El objetivo de este primer estudio fue modificar fisicoquimicamente
superficies de titanio para analizar si una superficie rugosa es capaz de
transportar farmaco o es necesario el uso de un vehiculo de transporte. Para
ello, se disefiaron cuatro superficies con tres enfoques terapéuticos. Los grupos
de estudio analizados en este capitulo son: una superficie de titanio mecanizada
mecanograficamente (Ti), una superficie de titanio oxidada (TiO), una superficie
de titanio con precipitados de hidroxiapatita (TiHA) y, por ultimo, el uso de una
matriz tridimensional formada a partir de un polimero sintético, alcohol polivinilo
(PVA). Los farmacos seleccionados para este estudio fueron: paracetamol,
ibuprofeno y doxepina clorhidrato. Se analiz6 la rugosidad de las superficies y su
humectabilidad. Ademas, se evalué la capacidad de adsorcién de las superficies
y sus perfiles de liberacién. La figura 3.1 ilustra una gréfica resumen con los

grupos de estudio.
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Estrategias de disefio de superficies de titanio para adsorcion y liberacién de farmaco

3.1 Materiales y métodos

3.1.1 Preparacion de las superficies

Para este trabajo de investigacion, fueron utilizados cilindros de titanio
comercialmente puro de grado Il ASTM (Manfredi, S. Secondo di Pinerolo, Italia).
Las muestras fueron cortadas en discos con un diametro de 15 mm y un grosor
de 2 mm. Los discos que presentaron irregularidades debido al corte fueron
descartados y las muestras seleccionadas fueron sometidas a un protocolo de
limpieza y pulido. El cual consistié en sumergir las muestras en una solucion de
acetona (PanReac AppliChen ITW Reagent, Assay) al 99.5% para,
posteriormente, someterlas a ultrasonidos durante 10 minutos y a una
temperatura de 36 °C. Posteriormente, las muestras fueron retiradas de la
solucion de acetona y sometidas nuevamente a ultrasonido en una solucion de
agua desionizada para realizar una segunda etapa de limpieza durante 10

minutos a 36 °C.

Las muestras fueron retiradas del ultrasonido y se procedié a realizar un
protocolo de pulido metalografico utilizando papeles de carbono de silicio n°500,
800, 1200, 2500 y 4000 grit, asegurando un pulido gradual de la superficie.(130)
Con el objetivo de estandarizar el proceso de pulido, todas las muestras fueron
analizadas con un estereomicroscopio 6ptico (Olympus SZ-PT, Tokyo, Japan) a
100x después de cada paso para analizar que la superficie no presentara
ralladuras. Como control de calidad, cada 10 muestras pulidas, se analizé una
mediante microscopia confocal para asegurar una Ra <0.20 um [escala de
barrido con confocal de 240umX200um]. Los discos de titanio fueron sometidos
al protocolo de limpieza descrito previamente entre cada cambio de papel de

carbono de silicio para eliminar los restos de viruta depositados en la superficie.

Finalmente, las muestras fueron tratadas con plasma de radiofrecuencia de
argon (Emitech, KX1050 Plasma Asher) a una potencia de 25W a 200 °C durante
15 minutos para remover todas las impurezas organicas. Inmediatamente
después, la etapa de oxidacién de las superficies fue estabilizada con agua

durante 24 h. Los discos de titanio se dejaron secar durante 24 h a 37 °C.(131)
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3.1.2 Grupos de estudio

Para este trabajo de investigacion, se analizaron cuatro enfoques para la

entrega focalizada de farmaco:

e Mediante inmersion directa de las superficies:

- Titanio pulido (Ti).

- Titanio oxidado (TiO).

- Titanio con precipitados de hidroxiapatita (TiHA).
e Indirectamente

- Mediante una matriz de alcohol polivinilo (PVA).

3.1.3 Método analitico

Tres farmacos diferentes fueron utilizados para este estudio: paracetamol
(Fagron, Barcelona, Espafia), ibuprofeno (Sigma—Aldrich, USA) y doxepina
clorhidrato (Fagron, Barcelona, Espafia). El método analitico seleccionado fue la
espectrofotometria ultravioleta. Con la intencion de validar dicho método
analitico, se determind si era exacto, preciso y lineal a partir de diferentes rectas
de calibrado comprobando que el rango de concentraciones utilizado cumplia
con la Ley de Beer-Lambert’s. Asimismo, se determiné experimentalmente la
longitud de onda de maxima absorcion para cada uno de los farmacos utilizados.
En concreto, estas longitudes de onda fueron: 257 nm para el paracetamol, 222
nm para el ibuprofeno y 292 nm para la doxepina clorhidrato (A max). El
dispositivo utilizado es el UV-Espectrofotometro Perkin-Elmer UV-Vis Lambda
40.

3.1.4 Preparacion y modificaciéon de las superficies de titanio

3.1.4.1 Preparacion fisicoquimica de la superficie
Se prepararon tres superficies de titanio.

e Superficie de titanio pulida (Ti): Para este grupo las muestras fueron
sometidas solamente al protocolo de limpieza y pulido metalografico
descrito en el apartado 3.1.1. Preparacién de la superficie. Este grupo
fue considerado como grupo control.

e Superficie de titanio oxidado (TiO): Una vez que el tratamiento de pulido

fue aplicado a las superficies, se procedi6 a realizar un tratamiento térmico
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alcalino a la superficie. Como primer paso, las muestras fueron colocadas
en vasos de precipitado e inmersas en hidréxido de sodio (NaOH) 5M a
60 °C durante 24 h. Finalizado el tiempo de exposicion a la solucion de
NaOH, las muestras fueron colocadas al ultrasonido y se procedi6 a
realizar un protocolo de limpieza con la finalidad de eliminar las impurezas
depositadas en la superficie. Por Gltimo, los discos se dejaron secar a 40
°C por 24 h.(25)

e Precipitados de hidroxiapatita (TiHA): Para lograr el recubrimiento con
precipitado biomimético de hidroxiapatita en la superficie, la muestra fue
sometida a un tratamiento térmico alcalino previo siguiendo la
metodologia en el grupo TiO. Durante el proceso de ionizacion de las
superficies, se prepard una solucion de SBF siguiendo la formula descrita
por Jalota et al 2006 (Tabla 3.1).(37). Cuando las muestras se encontraron
listas, estas fueron colocadas en vasos de precipitado y sumergidas en
SBF a una concentracion del 0.2% v/v durante 15 dias a 36 °C. Cada 24
h la solucion de fluido corporal simulado fue remplazada por el mismo

volumen de solucion SBF fresca.(37)

Tabla 3.1 Preparacion de la solucion de fluido corporal simulado. Formula; Tas-SBF (pH 7.4 at
36.7° - 37° C).(37)

e e emm

1 NacCl 9.8184
2 NaHCO3 3.4023
3 KCl 0.5591
4 Naz HPO4 0.2129
5 MgCI2 * 6H20 0.4574
6 1M HCI 15 ml
7 CaClz * 2H20 0.5513
8 NazS04 0.1065
9 TRIS (CH20H)3sCNH2 9.0855
10 1M HCI ~ 120 ml
11 Milli-Q water up to 1000 ml
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3.1.4.2 Disefio del recubrimiento a base de alcohol polivinilo

El recubrimiento de alcohol polivinilo (Panreac, Barcelona, Espafia) fue
elaborado a partir de un hidrogel debido a su simplicidad y bajo costo de la
operacion.(65,132,133) Como primer paso, se utilizd una concentracion del 3%
p/v de PVA [formula molecular: (C2H4O)n; M= 72 000 g/mol]. Dicha concentracion
inicial fue integrada a un volumen de 4.5 ml de agua desionizada. El polvo de
PVA se agregd lentamente mientras la solucion se mantenia en agitacion
constante a temperatura ambiente hasta que el polvo de PVA fue completamente
disuelto. Como segundo paso, se procedido a eliminar las burbujas de aire
generadas durante la agitacion. Para ello las soluciones se mantuvieron en

reposo durante 48 h a temperatura ambiente.

Trascurrido el tiempo de reposo, las muestras fueron colocadas en placas de
Petri y se dejaron secar a 37 °C durante 24 h. Las muestras presentaron una

superficie uniforme, homogénea y libre de burbujas.

3.1.5 Carga farmacolégica de los sistemas

3.1.5.1 Cargay determinacion de la adsorcion a la superficie

Se utilizé el proceso de inmersidén para cargar las superficies de titanio. Todas
las muestras fueron colocadas en vasos de precipitado y sumergidas en las
soluciones de los farmacos anteriormente mencionados durante 24 horas y a 25
°C. En concreto, las concentraciones seleccionadas fueron: 27.7 pg/mL para el
paracetamol, 80 ug/mL para el ibuprofeno y 100 ug/mL para la doxepina. Por
altimo, para determinar la cantidad de farmaco adsorbido a la superficie se
recurrio a un método indirecto analizando la cantidad de farmaco encontrada en
el sobrenadante de las soluciones mediante espectrofotometria y de acuerdo con

la siguiente formula:

Rendimiento de adsorcion (%) = (peso del farmaco en superficies) / (peso
del farmaco utilizado inicialmente) x 100
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3.1.5.2 Carga del recubrimiento de alcohol polivinilo

Para cargar el recubrimiento de alcohol polivinilo, el polvo de PVA fue agregado
a una solucién que contenia las concentraciones de farmaco previamente
establecidas. Para el disefio del recubrimiento de PVA se utiliz6 el procedimiento
de evaporaciéon de solvente descrito, en el apartado 3.1.4.2 Disefio del

recubrimiento de alcohol polivinilo.

3.1.6 Caracterizacion de la superficie

3.1.6.1 Analisis de la topografia y humectabilidad

El analisis topografico de las superficies se realizé por medio de un microscopio
confocal de luz blanca (PLu Sensofar-Tech, Barcelona, Espafia), tres discos por
grupo fueron examinados con un objetivo EPI x50 (285 x 209 um?) obteniendo
tres topografias por disco. El software del microscopio proporcioné datos sobre
los parametros topograficos.(130) Los parametros analizados fueron la
rugosidad media (Ra), la rugosidad maxima (Rp altura relativa maxima), la
rugosidad del valle (Rv profundidad relativa maxima), la altura absoluta (Rmax /
t =Rp+Rv), la raiz cuadrada media (Rq), la asimetria (Rsk) y la curtosis
(Rku).(134) EI analisis topografico fue utilizado para controlar el proceso de

pulido de las superficies.

La humectabilidad se evalu6 en tres discos de cada grupo midiendo el &ngulo de
contacto mediante la técnica ADSA-CD (Axisymmetric Drop Shape Analysis-
Contact Diameter). El angulo de contacto (6) se determiné a partir de una gota
sésil de 1 ml depositada en la superficie con una micropipeta, utilizando agua
purificada Milli-Q para las mediciones. Las mediciones se realizaron por triplicado

para cada disco.
3.1.6.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Los sistemas trasportadores de farmaco fueron analizados en tamafio, forma y
propiedades superficiales mediante microscopia electronica de barrido. (Hitachi
S-5-10, Tokyo, Japdn). Antes del andlisis, las muestras se montaron en una
superficie de aluminio usando una cinta adhesiva de doble cara y haciéndolo
conductor de electricidad mediante el recubrimiento con una fina capa de oro

(aproximadamente 20 nm) al vacio.
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3.1.7 Determinacion In vitro del ensayo de liberacion

Para determinar el perfil de liberacion de las muestras, los discos se introdujeron
en vasos de precipitado que contenian 3.5 mL de agua desionizada en un bafio
termostatico hasta que alcanzaron la temperatura de 37 °C. Las muestras se
mantuvieron bajo agitacion continua a 200 rpm durante 6 h a 37 °C. Para
determinar el perfil de liberacion, se extrajo un 1 mL del medio a intervalos de
tiempo previamente establecidos. La solucion fue remplazada con el mismo
volumen de medio. Las muestras fueron analizadas mediante

espectrofotometria.

3.1.8 Andlisis estadistico

Los pardmetros del angulo de contacto y rugosidad fueron tratados mediante el
analisis de la varianza y una prueba de comparacion multiple student-Newman
Keuls. Todos los datos se expresaron como media + desviacion estandar y los

resultados se senalaron como diferencia significativa cuando p<0.05.

3.2 Resultados

3.2.1 Topogréfica de las superficies bioactivas

La tabla 3.2 muestra el angulo de contacto y los parametros de rugosidad de las
superficies. La superficie TIHA presenté los valores mas altos de Ra, Rq y Rp.
Los valores de Rv y Rt fueron diferentes para cada superficie, siendo la superficie
Ti la que presentd los valores mas bajos. Rsk fue significativamente negativa
para la superficie PVA y casi 0 para la superficie Ti; la superficie PVA y TiHA
presentaron una superficie platicurtica. Las superficies Tiy TiHA obtuvieron una
Rku cercana a 3. La humectacion superficial fue mayor para TiHA y TiO, que
obtuvieron resultados similares. Ti y PVA obtuvieron resultados similares pero
inferiores a los otros dos. Las figuras 3.2 y 3.3 muestran el perfil topografico y la

caracterizacion de las superficies analizadas, respectivamente.
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Tabla 3.2 Parametros de rugosidad y angulo de contacto.

_ 113 -1.03  0.19 0.23 1.95 022 2.87 59
T (0.12)2 (0.29)2 (0.02)2 (0.03)2  (0.35)2  (0.08)2 (0.87) (4)2
_ 071  -557 017 0.31 6.28 555  68.73 20
o (0.09)°  (2.44)° (0.05)3 (0.15)%  (2.49)°  (2.75)> (50.69)P (5)°
A 12.86 -25.84  3.99 5.22 38.71 0.18  3.98 23
(174 (3.02)° (0.67)° (0.63)°  (2.28)°  (0.35) (0.78)c )P

oA 1.28  -1058  0.22 0.44 10.68  -16.70 357.87 53
(0.16)¢ (0.53)% (0.02)2 (0.08)d  (2.45)0¢  (5.95)¢ (99.58)¢ (4)°

Ti: Titanio. TiO: Titanio oxidado. TiHA: Titanio con precipitados de hidroxiapatita. PVA:
Recubrimiento de alcohol polivinilo. Parametros analizados: Altura maxima de los picos (Rp).
Profundidad méxima de valles (Rv). Altura méxima aritmética (Ra). Rugosidad cuadratica media
(Rq). Altura maxima de perfil (Rmax). Asimetria (Rsk). Curtosis (Rku). n=6. Los valores en cada fila

con letras diferentes fueron estadisticamente diferentes. (p<0.05).
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Figura 3.2. Imagenes topograficas de las superficies de titanio analizadas. A) Ti: Titanio. B) TiO:
Superficie de titanio oxidada. C) TiHA: Superficie de titanio con precipitados de hidroxiapatita. D)
PVA: Titanio con recubrimiento de alcohol polivinilo.
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Figura 3.3. Imagenes SEM ilustrativa de los tratamientos superficiales. A) Ti: Titanio. B) TiO:
Superficie de titanio oxidada. C) TiHA: Superficie de titanio con precipitados de hidroxiapatita.
D) PVA: Titanio con recubrimiento de alcohol polivinilo.
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3.2.2 Determinacion de la adsorcion a la superficie

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 3.3, las superficies de titanio
modificadas no adsorbieron ibuprofeno ni doxepina. Solo en la superficie de
titanio mecanizado fue posible medir una baja dosis de ambos, ibuprofeno (0.8
pg/ml) y doxepina (0.77 pg/ml). En cuanto al paracetamol, fue posible detectar
adsorcion en las tres superficies bioactivas. La superficie de titanio mecanizo
logré el mayor porcentaje de paracetamol detectado en la superficie (4.77 ug/ml),
seguida de la superficie de titanio oxidada (4.36 ug/ml), mientras que la superficie

con precipitados de hidroxiapatita presento la dosis mas baja de adsorcién (<0.1

pg/ml).

En cambio, el recubrimiento de PVA fue cargado con éxito para todos los
farmacos. Las superficies de titanio recubiertas con la matriz de alcohol polivinilo
fueron cargadas con una concentracion de 13.01 + 1.4 ug para el paracetamol,

37.58 + 3.3 ug para el ibuprofeno y 47.01 + 4.2 yg para la doxepina.

Tabla 3.3 Capacidad de adopcién de las superficies modificadas

Paracetamol* 23 (2) 21 (2.5) <0.5 63 (9.6)
Ibuprofeno** 2(1.1) - - 47 (4.1)
Doxepina*** 1(0.4) - - 47 (4.2)

Ti: Titanio. TiO: Titanio oxidado. TiHA: Titanio con precipitados de hidroxiapatita. PVA:
Recubrimiento de alcohol polivinilo. Todas las mediciones estan expresadas en porcentajes
(%) con sus desviaciones estandar. Concentracién del farmaco: * 20.77 pg/ml, ** 80 pg/ml and
*** 100 pg/ml. n=3
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3.2.3 Determinacion In vitro del ensayo de liberacion

Debido al bajo o nulo porcentaje de adsorcion de las superficies modificadas, los
perfiles de liberacion no pudieron ser detectados debido a la baja dosis de
farmaco adsorbido. Caso contrario a las superficies recubiertas con la matriz de
PVA, donde el perfil de liberacion si pudo ser detectado y los sistemas
presentaron comportamientos similares en la liberacion del farmaco (figura 3.4).
Para entender el comportamiento de los sistemas liberadores de farmaco y de
acuerdo con lo que se observa en la figura 3.4, el perfil de liberacién se divide en
dos fases. Una primera fase donde la liberacion se aprecia de forma acelerada
—Llamada fase liberacion rapida—, seguido de un perfil de liberacion lento,
gradual y sostenido —considerada esta fase de liberacion sostenida—. Durante
los primeros 30 minutos menos del 40% de paracetamol y doxepina fue liberado
desde el recubrimiento de PVA. La liberacion de ibuprofeno en este punto
sobrepaso este valor, liberando un poco mas del 40 % a los 30 minutos. A partir
de este punto dio inicio una liberacién sostenida de los sistemas. Tanto el
recubrimiento cargado con paracetamol como con ibuprofeno alcanzaron el pico
maximo de liberacién a los 120 minutos. Mientras que el recubrimiento cargado

con doxepina alcanzé su pico maximo a los 180 minutos.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

Siguiendo la hipotesis de esta Tesis Doctoral y como se ha visto a lo largo
del trabajo de campo en el capitulo 3, es necesario un vehiculo de trasporte
capaz de portar farmaco. Por ello, para este capitulo 4, se han disefiado y
desarrollado dos sistemas liberadores de farmacos que sirvieron como
recubrimiento de la superficie de titanio. Los sistemas fueron disefiados
mediante el uso de polimeros; un polimero de origen natural como es el chitosan
el cual fue utilizado para sintetizar nanoparticulas (NP), asi como el uso de un
polimero sintético para crear una matriz de tres dimensiones a base de alcohol
polivinilo (PVA). Tanto las nanoparticulas como los recubrimientos de PVA
constituyen matrices poliméricas que fueron cargadas con tres farmacos
diferentes: doxiciclina, vancomicina y doxepina. Las muestras fueron
caracterizadas mediante microscopia electronica de barrido y mediante
dispersiéon dinamica de luz para determinar el tamafio, carga, polidispersidad y
morfologia de las particulas. Se evalud la topografia y se analiz6 la eficacia de
encapsulacion, asi como la liberacion de los sistemas. Del mismo modo, se
realiz6 un estudio In vitro para evaluar la eficacia antimicrobiana de los sistemas.
Para ello, se recolecté un cultivo de placa dentobacteriana de pacientes que
acudieron a la clinica universitaria para realizarse un raspado dental. En la figura
4.1 se puede observar la representacion ilustrativa del desarrollo de los sistemas
liberadores de farmacos y grupos de estudio.
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Figura 4.1. Representacion ilustrativa del desarrollo de los sistemas liberadores de
farmacos y grupos de estudio.
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4.1 Material y método

4.1.1 Preparacion de la superficie de titanio

Para este estudio, se utilizaron cilindros de titanio comercialmente puro ASTM
Grado Il (Manfredi, S. Secondo di Pinerolo, Italia). Los cilindros fueron cortados
en discos de titanio con un didmetro de 15 mm y un espesor de 2 mm, una vez
realizado el proceso de corte las muestras fueron seleccionadas y los discos de
titanio fueron tratados mediante un protocolo de pulido metalogréfico. La
metodologia para el tratamiento de las muestras se encuentra descrita en el

apartado 3.1.1 Preparacion de la superficie del Capitulo 3.

4.1.2 Grupos de estudio

Para este capitulo 4 se utilizaron tres enfoques para cargar la superficie de

titanio en la entrega dirigida de medicamento.

e Titanio pulido (Ti).
e Matriz de alcohol polivinilo (PVA).

e Matriz de alcohol polivinilo con nanopatrticulas de chitosan (PVANP).

Por un lado, una superficie de titanio mecanizada (Ti), una matriz a base de
alcohol polivinilo (PVA) y una matriz a base de PVA cargada con nanoparticulas
de chitosan (PVANP). Las matrices fueron utilizadas para recubrir la superficie

de titanio mecanizado.

4.1.3 Método analitico

Los sistemas liberadores analizados en este capitulo fueron cargados con tres
farmacos: Doxiciclina (Panreac, AppliChem, Bacerlona, Espafia), Vancomicina
(Pfizer, Madrid, Espafia) y Doxepina Hidrocloruro (Fagron, Bacerlona, Espafia).
El método analitico seleccionado fue la espectrofotometria ultravioleta. Con la
intencion de validar dicho método analitico, se determind si era exacto, preciso
y lineal a partir de diferentes rectas de calibrado comprobando que el rango de
concentraciones utilizado cumplia con la Ley de Beer-Lambert’s. Asimismo, se
determind experimentalmente la longitud de onda de maxima absorcion para

cada uno de los farmacos utilizados.

UNIVERSIDAD
DEGRANADA 8 7



Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

En concreto, estas longitudes de onda fueron: 270 nm para la doxiciclina, 280
nm para la vancomicina 'y 292 nm para la doxepina (A max). El dispositivo utilizado

es UV-Espectrofotometro Perkin-Elmer UV-Vis Lambda 40.

4.1.4 Carga de las superficies

4.1.4.1 Adsorcion de la superficie de titanio

Para determinar si los antibidticos se adsorbian a la superficie. Las muestras de
titanio fueron sumergidas en las concentraciones seleccionadas y se empleo la
metodologia explicada en la seccion 3.1.5.1 Carga y determinacion de la
adsorcion a la superficie.

4.1.4.2 Sintesis y caracterizacion de las nanoparticulas

4.1.4.2.1 Método de gelificacion idnica

Como ya se ha mencionado en la seccion 1.6.5.1 Nanoparticulas orgéanicas,
existen diferentes metodologias para la sintesis de nanoparticulas a base de
chitosan. Entre las cuales podemos encontrar, el método de gelificacién idnica,
método de coacervacion complejo, método de coprecipitacion, método de
microemulsion, método micelar inverso y el método de evaporacion de disolvente
basado en emulsiéon. El amplio estudio de las diferentes metodologias para la
sintesis de NP busca facilitar la sintesis, reducir costos y la optimizacion del
sistema. Dependiendo del método de sintesis empleado, las caracteristicas de
las nanoparticulas se veran condicionadas. Siendo el método de gelificacion
i6nica la que ha atraido considerablemente la atencién debido a que es un
método de facil preparacion, no es tdxico, no utiliza solventes organicos fuertes

y evita las altas temperaturas.(84,97)

El método de gelificacion ionica fue descrito en 1997 por Calvo et al., esta
metodologia para la sintesis de NP de chitosan se basa en la interaccion
electroestatica mediante agitacion mecanica entre tipos de cargas opuestas
como pueden ser el chitosan (cation) y el tripolifosfato sodico [TTP (anion)]. Para
ello, es necesario liberar los cationes y aniones presentes enel Csy el TTP. Esto
se consigue disolviendo el Cs y el TTP en una solucién acida, para lo que se

utiliza acido acético y agua destilada.(135-138)
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Cuando los aniones libres del TTP se ponen en contacto con la solucion de Cs,
el polianion cargado negativamente se une a un grupo amino cargado
positivamente produciéndose una interaccion de cargas. Induciendo al chitosan
a un proceso de gelificacion, lo que lleva a la formacion de NP.(98,139)

La sintesis de NP mediante gelacion ionica por lo general da como resultado
particulas que suelen oscilar en tamafio, estando este por encima de 100 nmy
un potencial zeta que varia entre 20 a 60 mV. Sin embargo, es posible conseguir
tamafios inferiores al modificar la relacion masa Cs:TPP.(49,84,100,139) Por
otro lado, el indice de polidispersién (PDI) de las NP, un valor que nos indica su
dispersién en solucion suele superar el 0,1, llegando en ocasiones hasta el 0,5

cuando las NP son sintetizadas mediante este método.(93,100)

El proceso consistié en dispersar 0.069% p/v de chitosan (CsH11NOa4)n de bajo
peso molecular (Sigma Aldrich, Madrid, Espafia) en agua desionizada.
Posteriormente, se procedio a disolver el CS afiadiendo 1% v/v de &cido acético
mientras la solucion se mantenia en agitacion durante 15 min a temperatura
ambiente. Por separado, se realizé una solucién de tripolifosfato sédico (TTP)
(Alfa Aesar, Kandel, Alemania). Para ello fue agregado 0.2% p/v de polvo de TTP
en agua desionizada mientras la solucién estaba en agitacion constante hasta
que el TTP fue disuelto. La solucion de TTP se ajusté a pH 5 con HCL 37% (VWR
International, Fontenay-sous-Bois, Francia).

Para la sintesis de las NP se sigui6 la proporcién Cs:TPP de 9:1 descrita por
Almalik et al 2017.(93) La solucion resultante se mantuvo en agitacion a 500 rpm
durante un tiempo de 4 horas a temperatura ambiente. Para cargar las NP de
farmaco, las concentraciones de farmaco establecidas previamente fueron
incorporadas en la solucién de chitosan antes de agregar la solucion de TPP.
Transcurrido el tiempo establecido para la sintesis, la solucién se centrifug6 14
X 1000 rpm durante 20 min. Por dltimo, las muestras fueron re-dispersadas en

4.5 ml con la intencién de obtener una concentracion por volumen mayor.
4.1.4.2.2 Carga eléctrica superficial, tamafio y polidispersion

Para la caracterizacion del sistema se utilizé el método analitico de dispersion
dindmica de luz (DSL). El dispositivo empleado fue un Malvern Zetasizer Nano
ZS® (Malvern Instruments Ltd., Malvern, Reino Unido), a 25,0 = 0,5 °C. El
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tamafo de las nanoparticulas fue expresado en nandmetros (nm), fue obtenido
mediante la medida de la dispersion dinamica de la luz con retrodispersion no
invasiva optica (NIBS). La carga eléctrica superficial del sistema fue expresada
en milivoltios (mV) y fue analizada mediante el método analitico de dispersion de
luz electroforética y un analizador de peso molecular con dispersion de luz
estatica. Las mediciones obtenidas fueron procesadas mediante el software

Malvern Instruments.

4.1.4.2.3 Determinacion de la eficiencia de encapsulacion (DEE%)

Un parametro importante que se debe conocer de los sistemas trasportadores
de farmaco es la capacidad de encapsular y trasportar el principio activo. Para
ello, evaluamos la eficacia de encapsulacion (DEE%) mediante un método
indirecto. Las NP cargadas con doxiciclina, vancomicina y doxepina fueron
centrifugadas mediante el mismo procedimiento descrito en la seccion 4.1.4.2.1
Método de gelificacion idnica. Una vez obtenido el sobrenadante, la muestra
fue analizada por el método analitico de espectrofotometria ultravioleta visible

descrito en el apartado 4.1.3 Método analitico.
La DEE% se determiné siguiendo la férmula:

Eficacia de encapsulaciéon (%) = (peso del farmaco en nanoparticulas) /(peso del

farmaco utilizado inicialmente) x 100
4.1.4.2.4 Propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas

Otra caracteristica importante que se debe conocer del sistema es la capacidad
de adhesién de las nanoparticulas. La evaluacion de la mucoadhesion puede
realizarse in vitro, ex vivo o mediante métodos farmacocinéticos. Sin embargo,
para esta Tesis Doctoral se utilizaron métodos In vitro, tales como el método
turbidimétrico y el método indirecto. Para realizar la prueba de adhesion se utilizo
una concentracion de 0.5 mg mL* de mucina en una solucién salina tamponada
con fosfato (PBS) — por sus siglas en ingles Phosphate Buffered Saline— con
pH 6.4.

Posteriormente, la solucion de NP se puso en contacto con la de mucina en una

proporcién 1:1 v/v bajo agitacion constante y 37°C. Se incubaron muestras a
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diferentes intervalos de tiempo de 1, 2, 3 y 4 h. Para el método turbidimétrico, la
muestra fue centrifugada a 14 x 1000 rpm durante 20 min. El sobrenadante fue
cuantificado a 255 nm mediante espectrofotometria. Para calcular el porcentaje
de mucina adherida a la superficie de las NP, se utilizo la siguiente formula:

Eficacia de la unién ala mucina (%) = Mucina inicial (cantidad) - Mucina libre

(cantidad)/ Mucinainicial (cantidad)x 100

Ademas, las propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas de chitosan
(cargadas con y sin farmaco) fue evaluado mediante el potencial zeta (C-
potential) utilizando el método analitico DLS descrito en el apartado 4.1.4.2.2

Carga eléctrica superficial, tamafio y polidispersidad.(140)

4.1.4.3 Preparacion de los recubrimientos PVA 'y PVANP

Los recubrimientos de PVA se disefiaron mediante el proceso de evaporacion
del solvente, siguiendo la metodologia descrita en la seccion 3.1.4.2 Disefio del
recubrimiento a base de alcohol polivinilo correspondiente al capitulo 3.

Mientras que, para el disefio del sistema mixto PVANP, se disefié una matriz a
base de PVA la cual fue cargada con NP. Para su preparacion, se disefiaron
matrices libres de farmacos siguiendo el proceso de evaporacion de solvente
explicado en el aparato 3.1.4.2 Disefio del recubrimiento a base de alcohol
polivinilo. Al mismo tiempo se sintetizaron NP de chitosan siguiendo la
metodologia explicada en el apartado 4.1.4.2.1 Método de gelificacién ionica.
El precipitado resultante de las NP fue re-dispersado en una solucion de PVA a
45 ml —Esta muestra fue nombrada PVANP—. Para evitar la posible
aglomeracion de las NP causado por el proceso de centrifugado, las muestras
de PVANP se colocaron a ultrasonido durante 15 minutos. Finalmente, las
soluciones de PVA y PVANP fueron vertidas cuidadosamente en placas de Petri
y se dejaron secar durante 24 h a 37 °C. Se repitido el mismo proceso para las

NP cargadas con los farmacos.
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4.1.5 Caracterizacion de la superficie

4.1.5.1 Analisis de la topografia y humectabilidad

El analisis topografico, asi como las propiedades de humectabilidad de la
superficie se encuentran descritos en el capitulo 3. En la seccién 3.1.6

Caracterizacion de la superficie.

4.1.5.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los sistemas transportadores de farmaco fueron analizados en tamafio, formay
propiedades superficiales mediante microscopia electrénica de barrido. (Hitachi
S-5-10, Tokyo, Japon). Antes del analisis, las muestras se montaron en un
soporte de aluminio usando una cinta adhesiva de doble cara y haciéndolo
conductor de electricidad mediante el recubrimiento con una fina capa de oro

(aproximadamente 20 nm) al vacio.(65)
4.1.6 Ensayo de liberacion In vitro

Para los ensayos de liberacion de los sistemas PVA y PVANP se sigui6 la
metodologia descrita en la seccion 3.1.7. Determinacion In vitro del ensayo de
liberacion. Sin embargo, para comprender el comportamiento del perfil de
liberacién de las NP se realizaron pruebas de liberacion antes de incorporarlas
a la matriz de alcohol polivinilo. Para ello, como medio de liberacion se utilizé 50
ml de saliva artificial a 37 °C. En dicho medio, se sumergieron bolsas de dialisis
con 1.5 ml de muestra de NP. A intervalos de tiempo previamente
predeterminados se procedié a retirar 1 ml de muestra e inmediatamente
después la solucién se repuso con un volumen igual de saliva artificial fresca.
Las muestras recolectadas fueron determinadas mediante espectrofotometria a
270 nm, 280 nm y 292 nm (A max) para Doxiciclina, Vancomicina y Doxepina,

respectivamente.
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4.1.7 Actividad antimicrobiana

4.1.7.1 Cultivo de la placa dentobacteriana

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de la institucion donde
se realizé la investigacion n° 2708/CEIH/2022. A todos los participantes se les
informo de las caracteristicas del estudio y aquellos participantes que estuvieron

de acuerdo dieron su consentimiento informado antes de realizar el estudio.

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los sistemas transportadores de
farmaco, se tomaron muestras clinicas de placa dental supragingival de 15
pacientes que acudieron a consulta para una limpieza dental en la clinica
universitaria. Las muestras de placa dental fueron rapidamente depositadas en
tubos de ensayo que contenian solucion de caldo de soja enriquecido con Tryptic
(TSB) — por sus siglas en inglés Tryptic enriched Soy Broth solution — vy
almacenadas a -20 °C para su futuro analisis.

4.1.7.2 Formacion del cultivo sobre la superficie de titanio

Como primer paso se prepararon suspensiones bacterianas en TSB y se
ajustaron a una concentracion de 108 UFC/ml durante 4 dias. Posteriormente,
biopeliculas naturales procedentes de la placa dental fueron cultivadas en la
superficie de los discos. Para ello, se transfirieron discos de Ti estériles con y sin
recubrimientos a una placa nueva de 12 pocillos (JET Biofil, Guangzhou, China).
Inoculando los pocillos con 1 ml de la suspension bacteriana. Las muestras
fueron expuestas a las biopeliculas durante un periodo de 4 y 24 h a 37°C en
condiciones anaerobicas. Terminado el tiempo de exposicion los discos de titanio
fueron removidos y lavados con 2 ml de solucion salina para eliminar las
bacterias que se encontraran débilmente adheridas a la biopelicula depositada
en la superficie de titanio. Los discos fueron posteriormente trasferidos a tubos
gue contenian 1 ml de TSB, se agitaron en vortex durante 10 segundos y se
sometieron a ultrasonidos durante 10 minutos para recuperar las bacterias en el

medio de cultivo.
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4.1.7.3 Propiedades antimicrobianas de los sistemas trasportadores de

farmaco

Para analizar las propiedades antimicrobianas de los sistemas se estudiaron 15

muestras por grupo y el tiempo de incubacion evaluado fue de 4 y 24 h. La

actividad antimicrobiana se evaludé mediante tres métodos analiticos:

94

¢ Unidades Formadoras de Colonias (UFC): La biopelicula recuperada se
diluy6é en serie (10 - 10°) y se sembraron alicuotas de 10 pl de cada
dilucién en un medio de cultivo de agar sangre. Las placas se incubaron
en condiciones anaerdébicas durante 72 horas a 37°C. Tras este periodo,
se contaron las colonias y se calcul6 el numero de UFC/ml. Se evaluaron

tres muestras por grupo. Los resultados fueron expresados como Logio

(UFC).

e Ensayo de trifosfato de adenosina (ATP): Para el ensayo de ATP, se
afadieron 100 ul de la suspensién bacteriana recuperada a 100 pl del
reactivo BacTiter-Glow (BacTiter-Glo; Promega, Madison, WI) en una
placa negra de 96 pocillos (Greiner, Monroe, NC) y se incubaron durante
5 minutos. La luminiscencia producida se midié con un luminémetro
(GloMax; Promega, Madison, WI). Se calcul6 la media de las sefiales del
cultivo bacteriano menos la media de la TSB enriquecida sola (control) y

se expresé como unidades luminosas relativas (RLU).(141)

e CLSM: 3 muestras adicionales por grupo se contaminaron como se ha
explicado anteriormente y se prepararon para su observacion mediante
microscopia confocal. Para ello, tras la incubacién, las muestras se
enjuagaron con solucion salina y se tifieron con el kit LIVE/DEAD BacLight
Bacterial Viability (Invitrogen, Eugene, OR).(142) El kit contiene Syto-9 el
cual se une a bacterias con membrana intacta y yoduro de propidio (PI)
gue marca bacterias con membrana dafiada. Los discos fueron teiidos
con los colorantes durante 15 min protegidos de la luz y posteriormente
observados bajo un microscopio confocal de barrido laser (Leica TCS-
SP5 II, Leica Microsystems, Mannheim, Alemania). Las longitudes de
onda de excitacion/emision fueron 494/518 nm para Syto-9 y 536/617 nm
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para Pl. Se obtuvieron diez volumenes confocales microscopicos (stacks)
de areas aleatorias de cada grupo utilizando un objetivo de aceite 40X con
un tamafio de paso de 1 mm y una resolucion de 512 x 512 pixeles.

Para el andlisis cuantificativo de las imagenes, se procedio a utilizar el

sofware bioimage L (http://www.bioimagelL.com/get bioimage L).(143)

La variable evaluada en cada grupo fue el bio-volumen de células con

membrana intacta.

SEM: Tras el periodo de incubacién, tres muestras por grupo se trataron
con glutaraldehido al 2,5% en PBS (pH 7.2) durante 20 min para fijar las
bacterias, a lo que siguio la deshidratacién en alcoholes graduados, el
secado en punto critico y el recubrimiento de carbono. Por ultimo, se
examino la superficie con un microscopio electrénico de barrido (Leo
1430-VP, Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania).

4.1.8 Andlisis estadistico

Para el tratamiento de los datos mediante el andlisis estadistico se procedio de

la siguiente forma:

e Los valores obtenidos del tamafio, carga superficial ({-potential) y la
polidispersién (PDI) se analizaron mediante la prueba de Fisher,
seguido de la prueba t-student. Los parametros del angulo de contacto
y rugosidad fueron tratados mediante el andlisis de la varianza y una
prueba de comparacion mdultiple student-Newman Keuls. Todos los
datos se expresaron como media * desviacion estandar y los
resultados se sefialaron como diferencia significativa cuando p<0.05.
Para los ensayos antimicrobianos, se utilizo la prueba de Shapiro-Wilk
para comprobar la normalidad de las variables transformadas. Se
confirmé que los datos no seguian una distribucién normal, por lo que
se procedi6 a realizar comparaciones multiples mediante la prueba de
Kruskal-Wallis, y comparaciones por pares entre grupos y entre
tiempos de incubacion (4 h frente a 24 h), mediante la prueba de Mann-
Whitney. El nivel de significacion se fij6 en p<0.05. Los analisis

estadisticos se realizaron con el programa SPSS 20.0.
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4.2 Resultados

4.2.1 Caracterizaciones fisicoquimicas de las nanoparticulas de chitosan

De acuerdo con los resultados mostrados en la tabla 4.1, se puede observar una
disminucién en el diametro hidrodinamico cuando las NP fueron cargadas con
vancomicina y doxepina. El grupo NP-vancomicina presentd una disminucion de
tamafio de 5.09 nm, mientras que el grupo NP-doxepina disminuyé su tamafio
20.27 nm. La reduccion del diametro hidrodindmico para estos sistemas no
presentd una diferencia estadisticamente significativa (p>0.05). Sin embargo,
cuando las nanoparticulas fueron cargas con doxiciclina se observdé un
incremento del diametro hidrodindmico del 226.93%. En adicion, otro parametro
importante para determinar la uniformidad del tamafio de las particulas es la PDI.
De la misma forma que se observé en el diametro hidrodinamico, el PDI de las
NP-vancomicina y NP-doxepina no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa (p>0.05). Sin embargo, la muestra NP-doxiciclina presenté un
parametro elevado y en ambos casos (diametro hidrodinamico y PDI) el sistema

NP-doxiciclina si present6 una diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).

Por otro lado, la carga superficial de las nanoparticulas fue similar para casi todos
los grupos. En concreto, el grupo NP-vancomicina mostré el valor de potencial
zeta mas alto. El sistema presentd un incremento de 3.78 mV cuando fue
cargado con vancomicina, pudiéndose observar diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05). Por otro lado, el potencial zeta de los sistemas fue estable
en funcion del tiempo. Las mediciones de la carga superficial fueron tomadas a
diferentes intervalos de tiempo, pudiéndose observar en la tabla 4.2 como los

sistemas presentaron una carga superficial > 30 mV después de 15, 30y 45 dias.
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Tabla 4.1 Caracterizacion de las nanoparticulas a base de chitosan.

NP 354.57 (86.29)* 48.12 (7.23) * 0.556 (0.17)*
NP-doxepina 334.30 (98.15) 46.05 (9.25) 0.498 (0.13)
NP-vancomicina 349.48 (90.29) 51.90 (2.75) * 0.557 (0.13)
NP-doxiciclina 804.64 (121.83)* 47.10 (3.69) 0.646 (0.21)*

NP: Nanoparticulas, nm: nanémetros, mV: milivoltios, PDI: indice de polidispersidad. La
igualdad de varianzas se analiz6 con la prueba de Fisher. La comparacion entre NP sin carga
y con carga se determind mediante la prueba t de Student. Todas las medidas se expresan
con sus desviaciones estandar. Diferencia estadisticamente significativa. * p < 0.05. n=3

Tabla 4.2 Prueba de estabilidad.

1 48.12 (7.23)  46.05 (9.25) 51.90 (2.75) 47.10 (3.69)
15 44.07 (1.93)  46.72 (2.05) 40.93 (2.84) 46.58 (1.89)
30 34.27 (3.22)  47.44(1.01) 44.16 (1.70) 46.57 (1.66)
45 4161 (3.32)  46.43 (1.82) 42.79 (1.47) 41.78 (3.09)

NP: Nanoparticulas. El tiempo se expresa en dias. Los valores se encuentran expresados en
porcentajes (%) con su desviacion estandar. n=3
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4.2.2 Determinacion de la eficiencia de encapsulacién (DEE%) y evaluacion

In vitro de las propiedades adhesivas

Se alcanz6é una eficiencia de encapsulacién para todos los sistemas. Los
porcentajes que presentaron los sistemas fueron del 26.88 % + 1.51 % para el
sistema NP-doxiciclina, 16.09 % + 10.24 % para NP-vancomicina y de un 17.57
% + 11.08 % para NP-doxepina.

De acuerdo con los resultados de adhesion mostrados en la tabla 4.3, las
nanoparticulas libres de farmaco presentaron las propiedades adhesivas de
mayor valor. Asi mismo, se puede observar como los sistemas NP-doxepina y
NP-vancomicina presentaron una disminucion de las propiedades adhesivas
después de 4 horas. No obstante, el sistema NP-doxiciclina exhibié un

incremento en sus propiedades adhesivas después de 4 horas.

Por ultimo, destacar que los sistemas presentaron una reduccion en su carga
superficial cuando fueron expuestos a la mucina. Los sistemas libres de farmaco,
asi como los sistemas cargados con farmaco presentaron una carga superficial

negativa demostrando la interaccion chitosan/mucina (tabla 4.4).

Tabla 4.3 Propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas.

I N

60 36.19 (1.47)  33.91(0.28) 34.64 (9.87) 32.45 (1.40)
120 36.99 (3.87)  32.23(1.37) 33.44 (9.71) 32.42 (1.09)
180 34.38 (2.91)  29.63 (1.16) 29.26 (11.27) 31.79 (0.30)
240 35.69 (2.05)  27.98 (6.38) 32.08 (3.63) 33.51 (0.05)

NP: Nanoparticulas. El tiempo se expresa en minutos. Todas las mediciones se expresan en
porcentaje (%) con sus desviaciones estandar. n=3
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Tabla 4.4 Propiedades mucoadhesivas de las nanoparticulas. Carga superficial.

NP -15 (0.77)
NP-doxepina -15.75 (0.79)
NP-vancomicina -18 (0.70)
NP-doxiciclina -15.56 (1.05)

NP: Nanoparticulas. La carga superficial estd expresada en milivoltios (mV). Todas las
mediciones se expresan en porcentaje (%) con sus desviaciones estandar. n=3
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4.2.3 Topografiay humectabilidad de la superficie

Los valores de rugosidad y angulo de contacto se muestran en la tabla 4.5. El
parametro Ra fue similar para las tres superficies. Los recubrimientos de PVA'y
PVANP obtuvieron valores de Rq similares, pero superiores a los del Ti. El valor
Rsk fue casi 0 para Ti, pero significativamente negativo para PVA y PVANP. Rku
fue cercano a 3 para el Ti y muy platikurtoico para los recubrimientos de PVA y
PVANP. El valor Rp fue similar para las tres superficies. Sin embargo, Rv y Rmax
fueron similares para las muestras PVA y PVANP, pero superiores a los valores
obtenidos en la superficie de Ti. Las muestras Ti, PVA y PVANP mostraron una
humectabilidad similar. La figura 4.2 muestra el perfil topografico 3D de las

superficies estudiadas.

Tabla 4.5 Parametros de rugosidad y angulo de contacto.

111 -1.06 0.20 0.25 2.17 -0.19 3.08 54
Ti

(0.28) (0.59)*  (0.05) (0.05)*  (0.50)*  (0.08)*  (0.94)* (4)

131  -951 0.20 0.43 10.81  -1551 = 304.23 54
PVA

(0.69)  (4.22) = (0.05) (0.13)  (3.77) (8.03)  (239.51) )

152 -9.20 0.22 0.39 11.79  -1358  313.58 52
PVANP

(058) (2.81)  (0.02) (0.13)  (2.44) (4.96)  (170.5) )

Ti: Titanio. PVA: Recubrimiento de alcohol polivinilo. PVANP: Recubrimiento de alcohol polivinilo
cargado con nanoparticulas. Parametros analizados: Altura maxima de los picos (Rp).
Profundidad méxima de valles (Rv). Altura maxima aritmética (Ra). Rugosidad cuadratica media
(Rq). Altura méaxima de perfil (Rmax). Asimetria (Rsk). Curtosis (Rku). n=6. Los valores en cada fila
con marca (*), fueron estadisticamente diferentes. (p<0.05).
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Figura 4.2. Iméagenes topograficas de las superficies de titanio
analizadas. A) Ti: Titanio. B) PVA: Titanio con recubrimiento de
alcohol polivinilo. C) PVANP: Titanio con recubrimiento de alcohol
polivinilo cargadas con nanoparticulas de chitosan.
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4.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

De acuerdo con la figura 4.3. En la figura 4.3A se puede apreciar una
nanoparticula aislada con una forma esférica bien definida sin presencia de
aglomeracion de nanoparticulas. En la figura 4.3B se puede apreciar la
uniformidad del recubrimiento a base de alcohol polivinilo mientras que en la
figura 4.3C se puede observar el sistema mixto, el recubrimiento de PVA
vehiculizado con NP de chitosan. De acuerdo con las imagenes de microscopia
electronica de barrido se puede apreciar que las nanoparticulas presentan una
forma esférica menos definida cuando estan integradas en la matriz de PVA.
Esto podria deberse a que la matriz de PVA se adhiere a las NP brindandole una
morfologia menos definida. La ruptura de la matriz de PVA podria deberse al
tratamiento recibido antes de ser analizado mediante microscopia electronica de

barrido.
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EHT = 3.00 kV Signal A = InLens Date :2 Mar 2022
WD = 3.1 mm Mag = 80.00 KX Time :9:16:27

EHT = 3.00 kv Signal A = InLens Date :2 Mar 2022
WD = 23 mm Mag = 80.00 KX Time :9:34:26

EHT = 3.00 kV Signal A = InLens Date :4 Jul 2019
WD = 3.2mm Mag = 99.11 KX Time :11:35:19

Figura 4.3. Imagenes SEM de los sistemas liberadores de farmaco. A)
Nanoparticula. B) Titanio con recubrimiento de alcohol polivinilo. C)
Titanio con recubrimiento de alcohol polivinilo cargado con
nanoparticulas de chitosan.
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4.2.5 Evaluacion del perfil de liberacién. Ensayo In vitro

De acuerdo con los resultados mostrados en las figuras 4.4, 45 y 4.6, los
sistemas PVA y PVANP presentaron dos fases de liberacion de farmaco. Una
primera fase de liberacion rapida que ocurrié durante los primeros 60 y 90 min,

respectivamente.

En la figura 4.4 se puede apreciar claramente en la grafica de liberacion las dos
fases de liberacion de los sistemas. Donde mas del 60 % del farmaco fue liberado
desde las superficies recubiertas con PVA a los 60 min. Trascurrido este tiempo
se puede observar un cambio en el comportamiento del perfil de liberacién del
sistema, dando inicio en este punto con un perfil de liberacion lento, gradual y
sostenido. El recubrimiento de PVA cargado con doxiciclina present6 el perfil de
liberacion mas lento seguido del grupo PVA-vancomicina, alcanzando sus picos
maximos de liberacién a 300 y 120 minutos, respectivamente. El recubrimiento
de PVA-doxepina liber6 mas del 90% de farmaco durante los primeros 60 min.
Sin embargo, fue posible detectar el farmaco remanente a un tiempo de 300 min.

Por otro lado, se analiz6 el perfil de liberacidén de las nanoparticulas de chitosan
para poder entender el comportamiento de las NP una vez que fueron integradas
a la matriz de PVA (figura 4.5). La fase rapida de liberacion se observo a los 60
minuntos para todos los grupos. En este punto, el grupo NP-doxiciclina presento
un porcentaje de liberacion menor del 55%, seguido del grupo NP-vancomicina
con un porcentaje de liberacion mayor del 55% vy, por ultimo, el grupo NP-
doxepina que present6 un porcentaje mayor del 60%. A partir de este punto, dio
comienzo la fase de liberacion lenta. El grupo NP-doxepina presentd su pico
maximo de liberacion a los 300 min, seguido de los grupos NP-doxiciclina y NP-

vancomicina los cuales presentaron su pico maximo a los 240 min.

En general, los sistemas mostraron un retraso en sus perfiles de liberacion
cuando las NP se incorporaron a la matriz de PVA (figura 4.6). El porcentaje de
doxepina liberado desde el recubrimiento PVANP a los 60 minutos fue < 20%,
retrasando la concentracion de farmaco liberado en un 43.22 %. Siendo el grupo

PVANP-doxepina el recubrimiento que con diferencia presentd el mayor retraso.
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Las NP cargadas con antibidticos también presentaron un retraso en su perfil de
liberacion. El porcentaje de liberacion a los 60 minutos de vancomicina y
doxiciclina desde los recubrimientos PVANP fue < 50%. Pudiéndose apreciar un
retraso del 14.69 % y 6.06% en la liberacion del farmaco en comparacion con el
perfil de liberacion de los grupos NP-vancomicina y NP-doxiciclina,

respectivamente.

Siguiendo con la fase rapida de liberacion, los recubrimientos PVANP-doxiciclina
y PVANP-doxepina presentaron un retraso de 60 minutos en sus perfiles de
liberacién. Alcanzando sus picos maximos de liberacién a los 300 y 360 minutos,
respectivamente. La liberacion de vancomicina se retras6 120 minutos cuando
fue incorporada al recubrimiento PVANP. El sistema mostré su pico maximo de
liberacion a los 360 minutos. Una vez que los sistemas alcanzaron la dosis

maxima de liberacién, no se detectdé farmaco en el medio.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con

liberacion de farmacos antimicrobianos
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

4.2.6 Evaluacion de la actividad antimicrobiana

La tabla 4.6 muestra los resultados de Log10 (UFC). Los grupos que presentaron
los valores bacterianos mas altos a las 4y 24 h fueron el grupo Ti, PVAy PVANP.
Los grupos no mostraron diferencia estadisticamente significativa entre ellos
(p>0.05). Sin embargo, como era de esperar cuando los sistemas PVA y PVANP
fueron cargados con vancomicina y doxiciclina. Después de 4 horas, las
superficies de titanio que fueron recubiertos con los sistemas PVA y PVANP
cargados con vancomicina y doxiciclina exhibieron una menor cantidad de
bacterias viables en la superficie. Siendo el recubrimiento PVANP-doxiciclina el
sistema que obtuvo el recuento mas bajo de UFC (p<0.05). Los recubrimientos
de PVA-doxepina y PVANP-doxepina obtuvieron resultados intermedios que no
presentaron diferencia estadisticamente significativos a los grupos sin cargar
(p>0.05). En general, después de 24 horas la actividad antimicrobiana de los
sistemas fue reducida, todos los grupos presentaron un incremento significativo
en el recuento de UFC respecto a las 4 horas. Solamente la superficie de titanio
recubierta con PVA-doxiciclina mantuvo su efecto antibidtico y exhibié un

recuento de UFC significativamente menor (p<0.05).

Para el ensayo de ATP se puede apreciar un comportamiento similar de los
recubrimientos a las 4 horas (tabla 4.7). La superficie de titanio mecanizada
mostro la menor actividad antimicrobiana seguido de los recubrimientos PVA y
PVANP sin cargar. Cuando los sistemas PVA y PVANP fueron cargados con
doxepina mostraron un resultado comparable sin diferencia estadisticamente
significativa con los grupos PVA y PVANP sin cargar. Nuevamente, el mayor
efecto antimicrobiano se produjo cuando los recubrimientos fueron cargados con
antibioticos. La mayor actividad antimicrobiana se observo en el grupo PVANP-
doxiciclina, seguido de los grupos PVA-vancomicina, PVANP-vancomicina y
PVA-doxiciclina (p<0.05). Como se aprecio en la prueba de conteo UFC y de
igual forma, después de 24 horas los grupos dieron un alto valor de RLUSs,
indicando la pérdida del efecto antimicrobiano de los sistemas. Unicamente el
recubrimiento PVA-doxiciclina fue el grupo que mantuvo su efecto
antimicrobiano, teniendo coherencia con los valores obtenidos en el conteo de
UFC.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

Los resultados del biovolumen de células vidas se muestran en la tabla 4.8. El
analisis mediante CLSM demostré que la superficie de titanio mecanizado
presentd el mayor biovolumen de células con membrana intactas seguido del
recubrimiento PVANP y PVA después de 4 horas. (p<0.05). Se pudo observar
una reduccién significativa en los biovolumenes cuando los recubrimientos

fueron cargados, mostrando una actividad similar sin diferencia entre ellos.

Después de 24 horas, la superficie de titanio, asi como el sistema PVA sin cargar
obtuvieron un nimero significativamente de bacterias con membrana intacta. El
grupo PVANP-vancomicina, presenté la mayor actividad antimicrobiana, seguido
del resto de grupos (p>0.05). La caracterizacion de la biopelicula mediante SEM
se muestra en la figura 4.7 mientras que la figura 4.8 muestra ilustraciones

representativas de CLSM.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

Tabla 4.6 Resultados del Logio de las unidades formadoras de colonias se obtuvieron con cada
uno de los grupos de estudio después de 4 y 24 horas.

Ti 6,38 (1,35)2 7,32 (0,52) 2 0,004
Sin cargar 5,58 (0,68) @ 7,57 (0,48) @ <0,001
Doxepina 5,34 (1,17) b 7,70 (0,55) ¢ <0,001

PVA
Vancomicina 4,59 (1,15) ¢ 6,84 (0,66) b <0,001
Doxiciclina 4,63 (2,17) 3,71 (0,73) ¢ 0,063
Sin cargar 5,53 (1,44) ab 7,30 (0,70) 2 <0,001
Doxepina 5,40 (2,20) 2> 7,45 (0,73) 2 <0,001
PVANP
Vancomicina 4,70 (1,40) ¢ 6,92 (0,16) @ <0,001
Doxiciclina 3,90 (1,23) d 6,92 (0,66) 2 <0,001
Valor P * <0.001 <0.001

Ti: Titanio. PVA: Pelicula de alcohol polivinilo, PVANP: Pelicula de alcohol polivinilo cargada
con nanoparticulas de chitosan, UFC: Unidades Formadoras de Colonias, Rl: Rango
intercuartil.

* Comparaciones multiples mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Dentro de cada columna, la
misma letra mindscula en superindice muestra diferencias no estadisticas mediante la prueba
de Mann-Whitney.

** Comparaciones 4 frente a 24 h mediante la prueba de Mann-Whitney.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con

liberacion de farmacos antimicrobianos

Tabla 4.7 Resultados de las unidades luminosas relativas obtenidas con la prueba ATP con cada

uno de los grupos de estudio después de 4 y 24 horas.

PVA

PVANP

Ti

Sin cargar

Doxepina

Vancomicina

Doxiciclina

Sin cargar

Doxepina

Vancomicina

Doxiciclina

Valor P *

12.799
(32.760,75) 2
6.176
(5.609,25) &P
3.344,5
(7.376,5) be
2.218
(2.644,25) ©
4811
(6.238,25) ©
5.615,5
(11.551,75) b
5.603,5
(23.833,75) be
2.281,5
(4.460,5) o
1.624
(1.727,75) @

0.002

34.724,5
(58.926,38) 2
90.903
(80.839,63) @
80.999,5
(155.193,5) @
161.189,25
(306.817,75) @
1.611,75
(2.615,75) b
40.880,25
(57.704)
103.059,25
(88.132,5) 2
99.911,75
(142.675,5)
68.366,75
(81.431,67) 2

<0.001

0.043

<0.001

<0.001

<0.001

0.105

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

PVA: Pelicula de alcohol polivinilo, PVANP: Pelicula de alcohol polivinilo cargada con
nanoparticulas de chitosan, UFC: Unidades Formadoras de Colonias, RI: Rango intercuartil.

* Comparaciones multiples mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Dentro de cada columna, la
misma letra mindscula en superindice muestra diferencias no estadisticas mediante la prueba
de Mann-Whitney.

** Comparaciones 4 frente a 24 h mediante la prueba de Mann-Whitney.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

Tabla 4.8 Resultados del biovolumen de células vivas de los grupos de estudio tras 4 y 24 horas.

10128,29 67381,55
Ti <0.001
(15979,7) 2 (60214,83) &
1662,16 65774,48
Sin cargar <0.001
(1349,16) © (17649,42) 2
830,70 29233,88
Doxepina <0.001
(515,74) © (33742,76) b
PVA
1157,27 7491,41
Vancomicina <0.001
(940,36) ¢ (14895,39) ©
471,70 857,27
Doxiciclina 0.482
(439,62) © (1288,31) ©
5881,95 11951,48
Sin cargar 0.031
(16260) b (24103,06) ¢
573,91 11995,88
Doxepina <0.001
(2254,85) © (7089,68)
PVANP
1091,94 73,55
Vancomicina <0.001
(1225,51) © (23,61) ©
721,8720 3177,40
Doxiciclina 0.002
(1525,97) © (14192,85) ¢
Valor P* <0.001 <0.001

Ti: Titanio. PVA: Pelicula de alcohol polivinilo, PVANP: Pelicula de alcohol polivinilo cargada
con nanoparticulas de chitosan, UFC: Unidades Formadoras de Colonias, RIl: Rango
intercuartil.

* Comparaciones multiples mediante la prueba de Kruskal-Wallis. Dentro de cada columna, la
misma letra mindscula en superindice muestra diferencias no estadisticas mediante la prueba
de Mann-Whitney.

** Comparaciones 4 frente a 24 h mediante la prueba de Mann-Whitney.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con
liberacion de farmacos antimicrobianos

Figura 4.7. Imagenes representativas de microscopia electronica de barrido (SEM) de dos
superficies con diferente inhibicidn bacteriana. A: Alta inhibicién. B: Baja inhibicidn.1) Magnificacién
original x 5,000. 2) Magnificacién original x 20,000.
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Nueva superficie de Ti recubierta con hidrogel de PVA y nanoparticulas de chitosan con

liberacion de farmacos antimicrobianos
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Discusion

En este trabajo de investigacion, se han realizado dos estudios
experimentales encaminados a la carga de la superficie con farmacos capaces
de provocar un efecto biolégico. En el primer experimento, se intent6 cargar las
superficies siguiendo estrategias modificadoras de la superficie, pero sin medio
de transporte. El resultado fue negativo, ni la oxidacion, con la incorporacion de
cargas ionicas (grupos OH-), ni la creacién de titanato de sodio con el aumento
de las irregularidades de la superficie con precipitados de HA, lograron retener
los distintos farmacos utilizados. Lo Unico que si logro un efecto positivo liberador
de farmaco fue recubrir la superficie con vehiculos de transporte, como la lamina
de PVA. Con estos resultados se plante6 el segundo experimento donde se
utilizaron matrices poliméricas como vehiculos de transporte de farmacos
(hidrogel y nanoparticulas) y se evalué la topografia, humectabilidad, carga,

liberacion, asi como su efecto antimicrobiano.

5.1 Topografiay adsorcion a la superficie

Las estrategias empleadas para analizar la adsorcion de farmaco al titanio
consistieron en la modificacién de la topografia, humectacion e hidrofilia de la
superficie. El titanio comercialmente puro fue sometido a un tratamiento de
oxidacion mediante inmersion en una solucion de NaOH. Tras la inmersion la
superficie de titanio presenta una pelicula compuesta principalmente por titanato
sédico y tantanato sodico junto con 6xidos de titanio y tantalio.(26) Esta nueva
superficie no modifica la rugosidad, pero si proporciona una mayor
humectabilidad mejorando asi la adsorcion de agua y proteinas al
sustrato.(131,144-146) Sin embargo, aunque en nuestro estudio fue posible
conseguir un aumento de la humectabilidad, no fue suficiente para adsorber una
cantidad significativa de farmaco. Los tres farmacos (paracetamol, ibuprofeno y
doxepina) fueron detectados en la superficie de Ti pulida, y tras el tratamiento
quimico de oxidacion, este no fue suficiente para mejorar la adsorcion del
farmaco. Solamente fue posible detectar un porcentaje de paracetamol, aunque

en poca cantidad.

Esto podria explicarse debido a que algunos grupos funcionales superficiales
afectan a las interacciones entre las capas de TiO y las moléculas de farmaco.
Para resolver estos inconvenientes se ha reportado que es posible acoplar el

farmaco a la superficie de metal mediante un enlace sulfhidrico unido a
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recubrimientos derivados de polidimetilsilaxano (PDMS) como (3-aminopropil)
trietoxisilano (APTES), (3-glicidiloxipropil) trimetoxisilano (GPTMS) y (3-
mercaptopropil) trimetoxisilano (MPTMS) en una superficie con capas
nanoporosas de Oxido de titanio anoddico (ATO) puede aumentar
considerablemente el control de la administracion del farmaco. Estos
recubrimientos forman una monocapa autoensamblada en la superficie, que
porta una amina primaria, la cual puede ser utilizada para vehiculizar farmacos

como, doxiciclina, vancomicina, tetraciclina e iburprofeno.(29,45,58,144)

Otra estrategia utilizada para aumentar la capacidad de adsorciéon de la
superficie fue aumentar la rugosidad. Para ello, se recubri6 la superficie de titanio
oxidada con cristales de hidroxiapatita, haciendo que la superficie también fuera
qguimicamente diferente pero parecida al hueso.(147) Este cambio de la
superficie es posible mediante un proceso de inmersion de la muestra en una
solucién de fluido corporal simulado, la cual interactia con la ionizacién de la
superficie creando cristales de hidroxiapatita en esta.(34,35) En este trabajo de
investigacion, fue posible depositar cristales de hidroxiapatita en la superficie de
titanio anodizada y quedé demostrado que, el recubrimiento de la superficie con
depodsitos de HA aumentan la rugosidad y la humectabilidad del Ti no tratado,
como ya habian constatado otros investigadores.(37,131)

Aunqgue el recubrimiento de hidroxiapatita presentado en este trabajo presento
cambios fisicoquimicos, estos no fueron suficientes para facilitar la adsorcion del
farmaco y, por ende, su posterior liberacion. No obstante, algunos investigadores
han reportado la adsorcion y liberacion de farmacos desde un recubrimiento de
HA. Sin embargo, estas superficies eran porosas y permitian la entrada de
farmaco que se depositaba en su interior mediante inmersion. Ademas, el
recubrimiento de la superficie con HA, asi como la carga del recubrimiento con
farmaco era posible mediante deposicion electroquimica, un método de
coprecipitacién en la que el farmaco es mezclado con el SBF o, en algunos
casos, con una solucion sol-gel que fue depositada mediante un recubrimiento

por centrifugado “spin-coating”.(67,147-152)

Es bien sabido que, la velocidad y la calidad de la osteointegracion en los

implantes de titanio estan relacionadas con las propiedades de su superficie
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como son la composicion de la superficie, la hidrofilia o la rugosidad debido a
gue son parametros que pueden desempefiar un papel en la interaccion y la
osteointegracion implante-tejido.(5) Sin embargo, la superficie de titanio es
propensa a procesos de adhesion microbiana constantes, siendo la formacién
de la biopelicula el principal factor etiolégico en inducir infecciones relacionada
con los implantes dentales, aumentando el riesgo de fracaso del implante.(9) Se
ha descrito en la literatura que las superficies antiincrustantes tienen un efecto
antibacteriano reducido debido a que presentan un impacto negativo para la
adsorcion inicial de proteinas y, lo que es mas importante, para los procesos de

adhesion de las células huésped.(9)

Asi pues, el alisado de la superficie puede reducir la formacion de biopeliculas.
Por lo que, debido a las limitaciones que presentaron los tratamientos
superficiales para la adsorcién de farmacos fue necesario la busqueda de otro
enfoque para la entrega dirigida de farmaco. En este sentido, se evaluaron
matrices poliméricas capaces de vehiculizar los principios activos. Por lo que, se
midio la topografia y la humectabilidad de los recubrimientos PVA 'y PVANP para
analizar si estos parametros eran determinantes de la actividad bacteriana. Se
ha observado que un valor de rugosidad Ra préximo a 0.2 um es el umbral para
la reduccién méaxima de la adhesion bacteriana en la superficie de titanio.(153)

Tanto en el primer como en el segundo ensayo presentado en este trabajo de
investigacion, la rugosidad de la superficie se vio reducida cuando el titanio fue
recubierto con la pelicula de PVA y PVANP. El valor Ra de la superficie de titanio
pulida metalograficamente, asi como los recubrimientos de PVA y PVANP se
encontraron cerca de este valor critico (para ambos ensayos). Aungue existen
algunos parametros con diferencias entre estos grupos, el efecto de la topografia
se minimizé. En cuanto a la humectacion, el efecto no fue significativo para la
formacion de biopeliculas, ya que la actividad bacteriana fue similar en las
superficies de titanio pulida y recubierta con la pelicula de PVA libre de farmaco.
Los valores del angulo de contacto no se vieron alterados cuando los sistemas
fueron cargados con farmaco. Por lo tanto, el efecto de la superficie sobre la
actividad bacteriana se centra Unicamente en el efecto del farmaco y las NP, y
no en las caracteristicas topograficas o de humectaciéon de las superficies con y

sin recubrimiento con la lamina de PVA.
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5.2 Nanoparticulas: Tamafo, carga, DEE%, estabilidad y adhesidn

De acuerdo con la literatura, se ha descrito que tanto el tamafio como la
distribucién de las nanoparticulas son factores importantes para la estabilidad y
la capacidad de encapsulacién del sistema; debido a que un desajuste en estos
valores podria condicionar el perfil de liberacion del farmaco.(92) Dichos
paradmetros pueden verse condicionados por un cambio en la proporcion del
polimero con el agente reticulante (Cs:TTP), por el grado de acetilacion del
polimero, por el peso molecular del chitosan, modificando el pH y/o la proporcién

del &cido acético durante la sintesis.(49,84,85,139)

La alteracién de alguno de estos parametros puede resultar en la modificacién
del diametro hidrodinamico, la carga superficial del sistema, la morfologia y la
estructura interna de las nanoparticulas, afectando asi su eficiencia de
encapsulacion y la habilidad de penetrar o no el tejido diana.(49,84,92,99) En
consecuencia, el destino biologico, la eficacia, la toxicidad y la distribucion In vivo
de los sistemas de administracion se ven afectados.(92) Por lo tanto, es crucial
optimizar estos parametros para lograr un rendimiento 6ptimo de los sistemas de

administracion basados en nanoparticulas.

De acuerdo con algunos investigadores, se ha reportado que el aumento en la
proporcion Cs:TTP da como resultado un incremento en el diametro
hidrodindmico de las NP (508.1 nm), alterando al mismo tiempo su carga
superficial ( 57.3 mV).(84) Esto fue confirmado por Pawar et al 2018 al evaluar
diferentes proporciones de Cs:TPP. En el estudio se reportd que una
concentracion de Cs:TTP de 0.1%:0.5% daba como resultado un tamafio de
particula de 276,4 + 16,48 nm y una carga superficial de 37,13 = 3,18 mV
mientras que, aumentando la concentracion de Cs con relacion al TTP, esto es
de 0.2%:0.5%, el tamafio y la carga superficial de las NP se veian alterados.
Obteniendo un diametro hidrodinamico de 389 + 13,15 nm y una carga superficial
de 63,42 + 3,21 mV.(49)

De la misma forma, Quan Gan et al 2005 confirmé que el tamafio y la carga
superficial de las nanoparticulas aumentaba cuando la relacion Cs: TTP era
mayor. Sin embargo, en el mismo estudio se reportd que una concentracion

mayor de chitosan provocaba un aumento en el tamafo del sistema, pero una
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disminucién en su carga superficial.(85) Estos resultados ponen en perspectiva
la importancia del tamafio y el potencial- de las nanoparticulas en cuanto a su
comportamiento biolégico, asi como el impacto significativo que tiene la relacion

Cs:TTP en las propiedades de las mismas.

Estos parametros son importantes al momento de disefar el sistema, ya que, al
determinar un tamafio y carga superficial deseado se vera condicionada la forma
de distribucion, el sitio de accién, asi como la permeabilidad del sistema en el
tejido diana.(81,84,85) Esto reafirma uno de los propdésitos en este trabajo de
investigacion, al buscar una entrega focalizada sin la permeabilidad del sistema
en el lugar de accién. Por lo que, aunque el grupo NP-doxiciclina presentd un
tamafio significativamente mayor en comparacion con el resto de los grupos. El
tamafo de las NP fue considerado adecuado en todos los casos, ya que uno de
los objetivos de este trabajo fue conseguir una liberacién controlada y un efecto

focalizado en la zona diana.

Otra propiedad para tener en cuenta en la sintesis de nanoparticulas es la
estabilidad del sistema. Es necesario un sistema que sea estable y garantice las
propiedades de las nanoparticulas. Diferentes autores han reportado que para
mantener una continuidad de las propiedades del sistema es importante
conseguir un carga superficial > 30 mV, debido a que por encima de este valor
el sistema presenta mayor estabilidad y una menor tendencia a la agregaciéon de
las NP.(84,92,129) La prueba de estabilidad confirm6 que las NP disefiadas en
este trabajo fueron un sistema estable a lo largo del tiempo, manteniendo una
carga superficial mayor a 30 mV durante un periodo de 45 dias, lo que supone

la estabilidad de las NP en todos los casos.

De la misma forma que el diametro hidrodinamico y la carga superficial influyen
en el rendimiento del sistema, el porcentaje de encapsulacién condiciona el
desemperio de liberacion y el efecto terapéutico del sistema. Por consiguiente,
un alto porcentaje de encapsulacion es esencial para optimizar el perfil de
liberacion y la eficacia terapéutica del sistema.(81) La eficacia de encapsulacion
se ve condicionada por el diametro hidrodinamico del sistema, asi como el tipo
de nanoparticula disefiada (nanocapsulas o nanoesferas). Y se puede afirmar

gue las nanoparticulas con un mayor diametro hidrodinamico tienen la capacidad
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de conseguir una mayor eficiencia de encapsulacion ya que NP de mayor tamafio
presentan un nucleo mayor capaz de encapsular mayor cantidad de
farmaco.(49,92)

Pawar et al 2018 reportaron que la eficacia de encapsulacion de vancomicina se
veia condicionada por el tamafio de particula, la proporcion Cs:TPP, asi como,
la concentraciébn Cs:farmaco, logrando obtener diferentes porcentajes de
encapsulaciéon al modificar alguno de estos pardmetros. Las eficacias de
encapsulacion conseguidas fueron 46.4 % £ 2.1 %, 52.1 % £ 1 %, 55 % + 3.4 %
y 65.3 % £ 1.9 %.(49) De igual forma, Cerchiara et al 2017 evaluaron la eficacia
de encapsulacion de vancomicina al cambiar algunos pardmetros antes de la
sintesis de NP mediante gelificacién ionica. Sin embargo, no obtuvieron
diferencias estadisticamente significativas con la modificacion de los parametros
anteriormente mencionados, dando valores de DEE% de 22.74 % + 7.61 %,
22.86 % + 7.69 %y 24.13 % + 5.90 %.(154)

En otros estudios, se han observado eficiencias de encapsulacion del 20% +
1,2% de albumina sérica bovina (BSA) para un tamafio de nanoparticula de 415
+ 8.66 nm, asi como una eficacia de encapsulacién de doxiciclina del 53 % *
19% y 56 % + 10 % para un rango de tamafo hidrodinamico entre 30 a 220 nm
y 200 a 320 nm, respectivamente.(99,155) Esto pone de manifiesto que la
eficacia de encapsulacion puede verse condicionada por diferentes parametros.
Por lo tanto, la eleccién del tamafio, carga superficial, método de sintesis,
concentraciones y proporciones, asi como el pH se deben tener en consideracion

al momento de disefiar nanoparticulas poliméricas.

Ademas de lo mencionado anteriormente, un conocimiento profundo de las
propiedades adhesivas de un material puede ser una estrategia valiosa para
predecir y planificar la fijacién del polimero al lugar deseado. Vieira et al 2018
compararon nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs) con SLNs recubiertas de
chitosan (C-SLNs) en términos de sus propiedades de adhesion a la mucina. Los
resultados revelaron que las C-SLN mostraron una mayor adhesion a la mucina
qgue las SLN.(140) Esto es debido a que se produce una interaccién iénica
cuando el grupo amino de carga positiva del chitosan entra en contacto con los

grupos carboxilo y sulfato de carga negativa de la mucina.(81,123,140,156) Esta
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interaccion da lugar a un cambio de tamafo, en el potencial zeta ({) e indice de
polidispersion. Las propiedades adhesivas de las NP se validaron observando
cambios en el tamafio de las particulas y en la carga superficial tras la interaccion
NP-mucina. Estos cambios confirman las propiedades adhesivas del sistema.

5.3 Liberacion desde los sistemas estudiados

Una vez optimizados los sistemas de liberacion de farmacos, es importante
conocer el tiempo y el perfil de liberacion del sistema para evaluar su
comportamiento. Lo cual condicionara el propésito y objetivo ya que, una
liberacion lenta y sostenida podra buscar intereses distintos a una liberaciéon
rapida. Por lo que, es posible disefiar sistemas (hidrogeles, nanotubos,
nanoparticulas, etc.) capaces de acelerar o retrasar la liberacion ya sea en
minutos, horas o, incluso, dias.(29,65,99,157-159)

En este trabajo de investigacidn, las superficies bioactivas no fueron capaces de
adsorber y liberar el agente terapéutico al cual fueron expuestos. Los resultados
agui presentes, muestran similitud con los presentados por Sundblom et al 2019,
quienes evaluaron la adsorcion y liberacion de gentamicina de tres materiales
quirargicos de uso comun, como son las baldosas de cemento haxagonales de
CaP compuestas de monetita, pirofosfato célcico y beta fosfato tricalcico (CaP),
asi como discos de grado médico de polieteretercetona (PEEK) y titanio de grado
V (Ti). Sin embargo, aunque fue posible detectar < 1% de gentamicina adsorbido
a las muestras PEEK y Ti, el perfil de liberacion de las muestras fue minimo o

nulo, respectivamente.(160)

Por el contrario, se evalud el perfil de liberacion de ibuprofeno desde una
superficie nanoporosa anodizada con hidréxido de sodio (NaHO) y recubierta
con un derivado de polidimetilsioxano como es el 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES). Los resultados presentados mostraron que el recubrimiento con
APTES retrasaba la liberacion del farmaco en comparacion con aquellas
superficies que no fueron modificadas con APTES.(29) Esto podria explicarse
debido a que el APTES es una molécula biofuncional que se une covalentemente
al 6xido metélico, proveyendo de grupos amino terminales (-NHz) a la superficie.
Esto podria tener un impacto significativo en la funcionalizacion tanto de carga

como en la liberacion de farmaco desde la superficie.(29,45,58,144,161)
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Por otro lado, si bien es cierto que solo el paracetamol fue detectable en la
superficie bioactiva con precipitados biomimeéticos, la cantidad adsorbida no fue
suficiente para ser detectada en el ensayo de liberacion. Estos resultados
difieren con los presentados por algunos autores, quienes han reportado
metodologias eficaces para cargar los precipitados biomiméticos. Sin embargo,
estos métodos son complejos y es imprescindible la utilizacion de equipos de
laboratorio caros.(67,147-152) De modo que, ante la imposibilidad de cargar las
superficies bioactivas, buscamos un enfoque distinto que permitieran cargarlas
con los farmacos deseados. Con esta intencion, fueron disefiados los
recubrimientos de PVA y PVANP, que si permitieron la vehiculizacién de

fArmacos con éxito.

Se ha reportado que una variacion en la concentraciéon de PVA para disefiar un
hidrogel mediante el método de evaporacion de solvente condiciona el perfil de
liberacién. El resultado mostré que unas concentraciones de PVA del 5% y del
7.5% p/v presentaron un perfil de liberacion rapido de ibuprofeno durante los
primeros 15 minutos. En este periodo de tiempo, las muestras liberaron mas del
72% del total del farmaco vehiculizado.(159) De la misma forma, Salehi et al
2017 reportaron que el perfil de liberacion de benzonato de rizatriptan diferia en
funcion de las concentraciones empleadas para la fabricacién de un hidrogel
compuesto de alchol polivinilo, oxido de polietileno e hidroxipropilmetilcelulosa,
alcanzandose que la concentracion maxima de liberacion entre los 40 y 80
minutos.(133)

Zuluaga et al 2018 disefiaron parches de hidrogel compuestos de PVA/dextrano
para la liberacion de astaxantina. Las muestras seleccionadas en el estudio para
evaluar el perfil de liberacion demostraron que el hidrogel de PVA/dextrano liberd
toda la astaxantina a las 5 y 8 horas.(158) En otro estudio, se report6 el disefio
de hidrogel liquido a base de PVA/Cs como sistema de liberacién de bromuro de
benzalconio (BZL). Los autores demostraron que la liberacién del bromuro de
benzalconio se veia condicionada por la concentracion de PVA en el disefio del
hidrogel, de modo que una concentracion del 0 % PVA 'y 1% Cs liberaba el 90 %
de BZL a las 36 horas, y cuando la concentracion de PVA aumentaba al 10% vy
la de Cs se mantenia al 1%, el sistema liberaba el 90% de BZL a las 60
horas.(162)
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Por otro lado, otros autores han investigado el uso de un recubrimiento de
polimeros similares para liberar doxepina. Reportando que las matrices de
chitosan (Cs), hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC)y carboximetilcelulosa (SCMC)
presentaron comportamientos similares entre ellos, presentando una fase rapida
de liberacion, seguida de una liberacion sostenida del farmaco durante 6
horas.(65) Estos perfiles de liberacion fueron muy similares a los presentados en

este trabajo de investigacion.

Para el primer ensayo de liberacion de este trabajo de investigacion, mostrado
en el capitulo 3, los voliumenes fueron determinados en funcion de la baja o nula
dosis adsorbida a las superficies bioactivas. Por el contrario, para el segundo
ensayo de liberacion mostrado en el capitulo 4, los volumenes fueron mayores
debido a la mayor concentracion de farmaco vehiculizada en los recubrimientos
y su facil deteccion mediante el método analitico propuesto. En ambos casos, el
comportamiento de liberacion de los recubrimientos de PVA fue muy similar entre
los distintos farmacos analizados. Sin embargo, una concentracion del 3% p/v
de PVA mostro una fase rapida de liberacion a los 30 minutos de iniciarse el
ensayo en el primer caso y de 60 minutos para el segundo ensayo de liberacién.
Las muestras de PVA cargadas con paracetamol, ibuprofeno y doxepina
liberaron menos del 40% del farmaco en este periodo de tiempo. De igual forma,
los recubrimientos de PVA cargados con doxiciclina, vancomicina y doxepina
liberaron menos del 45% del farmaco en el mismo periodo. No obstante, los picos
maximos de liberacion del sistema se vieron retrasado en el ensayo descrito en
el capitulo 4 como consecuencia de la mayor dosis vehiculizada por las

superficies.

Por ultimo, la matriz de PVA fue vehiculizada con NP cargadas. Pudiéndose
observar un retraso en los perfiles de liberacion del farmaco cuando las NP se
encontraban incorporadas en el recubrimiento de PVA. Pawar et al 2018
estudiaron un hidrogel a base de alginato para vehiculizar NP de chitosan
cargadas con vancomicina y observaron que el perfil de liberacion de las NP con
vancomicina se retrasaba significativamente cuando el sistema coloidal era
incorporado al hidrogel, alcanzado los picos maximos de liberacion a las 80 horas
para las NP con vancomicina y 400 horas cuando las NP cargadas se

incorporaron al hidrogel.(49)
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Azizian el at 2018 evaluaron el comportamiento de liberacion de NP cargadas
con albumina sérica bovina (BSA) desde un andamio a base de chitosan/gelatina
y comprobaron que el sistema presentaba una liberacion rapida, liberando mas
del 80% transcurridas 4 horas.(155) Cover et al 2012 analizaron diferentes
formulaciones para la sintesis de NP de chitosan mediante gelificacion ionica
para encapsular doxiciclina. Las muestras seleccionadas para el ensayo de
liberacién fueron las nombradas como DCNP4 y DCNP6 (DEE%, 53% y 56%,
respectivamente). Ambos sistemas, presentaron una fase de liberacion rapida,
seguida de una liberacién lenta. DCNP4 liberé < 60 % a las 5 horas y DCNP6
liberé > 60 % a las 4 horas de haber iniciado el ensayo. La liberacién se mantuvo
durante 24 horas, después de este periodo, no se detectdé doxiciclina en el
medio.(99)

El comportamiento de liberacion de los recubrimientos de PVA y PVANP puede
explicarse por la biodegradabilidad del material. Cuando la matriz de alcohol
polivinilo entra en contacto con el medio, comienza la biodegradacion del
sistema, que corresponde a la fase de liberacion rapida del mismo. A ésta le
sigue la fase de liberacion sostenida, en la que el sistema (hidrogel y
nanoparticulas) necesita degradarse completamente para liberar el farmaco
restante. Este comportamiento se retrasa cuando las nanoparticulas estan
incorporadas en la matriz de PVA, ya que el hidrogel de PVA sirve como barrera
protectora. La rapida solubilidad del recubrimiento se debe a la alta hidrofilia del
PVA. Una vez que las NP se liberan de la matriz, comienza su degradacion v,
con ella, la liberacién del farmaco. Ademas, la solubilidad del farmaco y la
difusién a través del polimero se convierte en un factor determinante en la
liberacién del este.(92,109,163-165)

5.4 Efecto antimicrobiano

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la resistencia a los
antimicrobianos es una de las 10 principales amenazas de salud publica a nivel
mundial debido al uso indebido y excesivo de este tipo de medicamentos.(166)
Esta resistencia a los medicamentos se puede caracterizar y clasificar por dos
signos: resistencia interna y resistencia adquirida. La resistencia interna es la
capacidad genética de un microorganismo de codificar en los cromosomas y
propagar la informacion en la linea de tipo dado de microorganismo. Por otro
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lado, la resistencia adquirida, es la capacidad del microorganismo de oponerse
al farmaco expuesto. Esta resistencia implica un cambio en su ADN, resultando
en la aparicion de nuevos rasgos caracteristicos. Esto mediante la mutacion de
cromosomas o la adquisicion de nuevas piezas de ADN (plasmido) que codifican

para una funcion de resistencia.(167)

Es por esta razén que, vinculado al concepto de resistencia antimicrobiana, en
este trabajo de investigacion evaluamos dos sistemas en la entrega dirigida de
medicamentos. Un primer sistema donde el farmaco era liberado desde una
matriz de PVA y un segundo sistema de liberacién en donde el farmaco se
encontraba encapsulado en NP a base de chitosan y que a su vez estas se
encontraban vehiculizadas en el hidrogel de PVA. Para tal efecto, se analiz6 la
actividad antimicrobiana de los sistemas liberadores de farmacos. Con esta
intencién, se optd por utilizar una biopelicula multiespecifica procedente de la
placa dental de pacientes debido a que sus caracteristicas bioldgicas se
aproximan mas a una situacion in vivo que nos podemos encontrar en el dia a
dia de la clinica dental en comparacion con una biopelicula
monoespecifica.(128,168,169) Para estudiar la actividad antimicrobiana de los
DDS se utilizaron diferentes métodos analiticos, ya que no existe ninguna técnica
analitica de referencia.(141) Por ello, es necesario conocer las ventajas y

desventajas que proporcionan las diferentes técnicas empleadas en el andlisis.

El recuento de UFC recupera los microorganismos viables, pero no detecta las
bacterias viables pero no cultivables (VBNC), lo que da lugar a errores de calculo
en las biopeliculas orales, puesto que aproximadamente el 50% de la poblacién
oral se encuentra en este estado de VBNC.(141) Por el contrario, el ensayo de
ATP cuantifica la produccion microbiana de ATP de toda la comunidad, incluidas
las bacterias viables y VBNC.(168) (141,170) Sin embargo, la cantidad de ATP
generado puede variar en funcién de la especie y, por tanto, estimar el nGmero
de células microbianas en una biopelicula multiespecifica a partir de la
produccion de ATP puede resultar complicado.(168) Ademas, se incluyeron el
CLSMYy la técnica LIVE/DEAD porque clasifica las células segun el estado de la
membrana, de modo que las bacterias con membrana intacta podrian
considerarse vivas y las células dafiadas, muertas. La principal limitacion de esta

técnica es que las células de membrana intacta pueden estar metabdlicamente
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inactivas y, por tanto, muertas, mientras que las células de membrana dafiada
pueden seguir vivas, lo que puede dar lugar a falsos positivos o falsos
negativos.(141,170)

La actividad antimicrobiana de los sistemas se probo a tiempos de 4y 24 h, ya
gue mantener una liberacion controlada de la dosis durante las primeras horas
es crucial para garantizar un entorno aséptico con el objetivo de evitar la
adhesion bacteriana. Existe un "periodo critico" durante las primeras 6 h tras la
implantacion en las cuales es esencial evitar la adhesion bacteriana para poder
garantizar el éxito a largo plazo de un implante.(40,44,46,49,171) Los sistemas
de liberacién investigados en este trabajo presentaron un perfil de liberacion
durante un periodo de 6 h. Sin embargo, aunque los recubrimientos de PVA y
PVANP se disolvieron y los farmacos fueron liberados durante las primeras 6
horas, las muestras se evaluaron después de 24 horas para verificar los efectos

de cualquier farmaco residual a medio plazo y sus efectos sobre las bacterias.

En general, los resultados obtenidos de los diferentes ensayos (UFC, ATP y
CLSM) fueron coherentes para los distintos grupos de estudio. Como era de
esperar, los discos de titanio no inhibieron el crecimiento bacteriano y se
obtuvieron resultados similares para las muestras recubiertas con la muestra
PVA, como se demostré en un estudio anterior.(128) Sin embargo, cuando el
hidrogel de PVA fue cargado con las NP de chitosan, se observé cierta actividad.
Se han reportado estudios donde el chitosan ha mostrado actividad antibiofilm y
la capacidad de inhibir la adhesion bacteriana a la superficie.(62,99,129,162)
Esta propiedad del Cs es conferida por el peso molecular, la concentraciéon y la
naturaleza policatiénica del polimero, debido a la presencia de grupos amino
funcionales (-NH2) en unidades de N-acetilglucosamin.(94,102,129) La actividad
antimicrobiana de esta biomolécula catidnica podria atribuirse a sus
interacciones electroestaticas con las membranas bacterianas cargadas
negativamente, pudiendo desplazar algunos componentes que estabilizan a los
lipopolisacéaridos (cationes Ca** y Mg**) ubicados en la membrana externa de las
bacterias. Esta interaccion entre el chitosan y los componentes negativos de la
membrana como las sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y la pared
celular, produciria un aumento de la permeabilidad de la membrana celular,

facilitando la fuga de componentes bacterianos.(40,62,68,121,129)
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La inhibicion bacteriana aumentdé cuando los sistemas PVA y PVANP se
cargaron con los antibidticos. La doxiciclina ejerci6 una mayor actividad
antibacteriana y con un efecto mas prolongado que la vancomicina,
especialmente el grupo PVANP-doxiciclina. Esto se puede deber a que la
doxiciclina tiene una actividad de amplio espectro y es eficaz contra bacterias
Gram-positivas y  Gram-negativas, asi como  espiroquetas vy
micoplasmas.(99,172) Su mecanismo de accién esta asociado con la inhibicién
de la sintesis de proteinas. También puede causar alteracion en la membrana
citoplasmatica permitiendo la fuga de nucleétidos y otros componentes
celulares.(68,173,174) La vancomicina, por el contrario, es un antibiético
glicopéptido que inhibe la sintesis de la pared celular bacteriana y es
particularmente eficaz contra bacterias Gran-positivas como Staphylococcus
aureus, que se encuentra comunmente en infecciones asociadas a
implantes.(49,154) A pesar de sus beneficios, la vancomicina tiene algunos
inconvenientes, como el desarrollo de resistencia en organismos Gram-
negativos relacionados con la incapacidad del farmaco para penetrar la barrera

bacteriana de la membrana externa.(167)

Aunque sin diferencias significativas, después de 4 horas los grupos PVANP-
doxiciclina y PVANP-vancomicina dieron mejores resultados en comparacion
con los grupos PVA-doxiciclina y PVA-vancomicina. Una posible explicacién
podria ser que, una vez que se inicia la degradaciéon de la lamina de PVA, las
NP se liberan de la matriz, adhiriéndose a la pared celular gracias a la interaccién
electroestatica y propiedades adhesivas del sistema, alterando la permeabilidad
y dejando a las bacterias mas susceptibles a la presencia del antibiético.(84)
Curiosamente, el PVANP-doxiciclina dio RLUs significativamente mas bajas que
las UFC. Es posible que el metabolismo bacteriano se viera mas afectado en

este grupo, aunque las bacterias todavia estuvieran vivas.

El recuento microbiano y la produccion de ATP mas bajos a las 4 horas se
observaron con la muestra PVANP-doxiciclina, seguida de PVA-vancomicina,
PVANP-vancomicina y PVA-doxiciclina. Trascurridas 24 horas, la eficacia de casi
todos los sistemas se redujo significativamente, lo que puede ser una
consecuencia del perfil de liberacidn de los sistemas —el cual se produce dentro

de las primeras 6 horas—. Ademas, la dosis y la cantidad de particulas de
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chitosan incorporadas en los sistemas también podrian haber influido en la
reduccion o perdida de efecto. La reduccion del agente antimicrobiano con el
tiempo podria haber permitido que las bacterias crecieran en las superficies de
titanio recubiertas. Ademas, cuanto mas maduro es el biofilm, méas resistente se
vuelve a la accion de los antimicrobianos residuales como consecuencia de
varios mecanismos, como el desarrollo de la matriz EPS y otros factores como

la presencia de células persistentes.(141,169)

Después de 24 h el PVA-doxiciclina fue el tnico sistema que mantuvo su efecto
antibacteriano. Esta actividad a lo largo del tiempo puede estar relacionada con
un efecto post-antibiético mas largo —el tiempo expresado en horas que las
bacterias tardan en recuperar su crecimiento normal tras la exposicion a
antibioticos— de la doxiciclina frente a la vancomicina.(173) De hecho, se ha
informado que el efecto post-antibiotico de doxiciclina encapsulada en
nanoparticulas contra dos cepas de Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), MRSA-S1 y MRSA-S2, fueron de 3 h y 35 h,
respectivamente.(173) Por el contrario, se ha reportado que el efecto post-
antibiotico de la vancomicina demostré ser mas corto frente al MRSA entre 1y 2
h, lo que podria justificar la pérdida de actividad de los sistemas después de 6 h.
Finalmente, la efectividad del sistema PVA-doxiciclina después de 24 horas
también puede atribuirse a la dosis terapéutica mas alta del farmaco cuando este
se encuentra integrado en la matriz de PVA en comparacion con la dosis
encapsulada en las nanoparticulas (124.80 ug en PVA-doxiciclina vs 67.01 pg
en PVANP-doxiciclina).

Sorprendentemente, los grupos cargados con doxepina mostraron una baja
actividad antibacteriana, especialmente cuando se incorporo a la matriz de PVA.
La doxepina es un antidepresivo triciclico (ATC) y es un derivado de la
dibenzoxepina. Sin embargo, se ha reportado el uso de doxepina como
tratamiento alternativo a los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE’s)
para el control del dolor dérmico o mucoso. Esto es debido a que presenta
propiedades analgésicas y anestésicas locales cuando es administrada en
pequefias dosis.(65,175-178) Ademas, se ha reportado que los ATC han
mostrado efectos antifungicos y antimicrobianos sobre patégenos intestinales

como Escherichia coli, Yersinia enterocolitica y Giardia lamblia.(179-181)
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El mecanismo de accién de los TAC contra las bacterias no es muy bien conocido
y genera confusién. Se ha informado que algunos inhibidores post-selectivos de
la recaptacién de serotonina (ISRS) ejercen doble accion como inhibidores de la
recaptacion de serotonina y norepinefrina (IRSN), esta es una propiedad que
también poseen uno o0 mas de los ATC, como es la doxepina.(182,183) Algunas
hipotesis sugieren que los ATC inhiben la replicacion del plasmido de ADN y la
enzima ADN girasa, asi como la bomba de eflujo bacteriano.(179-181) Ademas,
se ha informado que los medicamentos con dos o mas anillos de benceno en su
estructura quimica poseen actividad antimicrobiana.(184) ElI mecanismo de
recaptacion de serotonina y norepinefrina de doxepina, asi como su estructura
quimica con dos anillos de benceno, puede ser responsable de su efecto
bacteriostatico.(65,183)

5.5 Limitaciones del trabajo

En definitiva y considerando las afirmaciones de diferentes investigadores, asi
como, de la Organizacibn Mundial de la Salud en referencia a la adhesién
temprana y el desarrollo de resistencia de los microorganismos a los agentes
antimicrobianos, en este trabajo de investigacion se desarrollaron sistemas que
fueran capaces de transportar y liberar farmaco localmente en el lugar de
administracion. Unicamente ha sido posible vehiculizar los agentes terapéuticos
en matrices poliméricas. Con el propdsito de brindarle proteccién antimicrobiana
a la superficie durante las primeras 6 horas, lapso critico para la adhesiéon y
proliferacion celular del huésped, se buscé la liberacion rapida y sostenida en un
periodo de tiempo corto.

Sin embargo, debido a la evidencia de resistencia bacteriana. En algunos casos
estos agentes antimicrobianos pueden presentar una disminucion o inhibicion de
su efecto. De acuerdo con la OMS, en 2019 fueron determinados 32 antibioticos
en fase de desarrollo clinico capaces de combatir los patdgenos resistentes de
la lista de patdgenos prioritarios de la OMS, indicando que solo seis de los
farmacos se consideran innovadores. En esta linea, es importante comprender
no solo el efecto terapéutico por el cual han sido comercializados los farmacos
ya que se ha demostrado que farmacos con propésitos terapéuticos diferentes a
buscar la inhibicién bacteriana pueden poseer mas o menos actividad ante este

tipo de microorganismos. En este trabajo de investigacion, se confirmd que la
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doxepina presenta una pequefia actividad antimicrobiana. Sin embargo, esta no

fue significativamente determinante para la inhibicion de la muestra.

Por ultimo, al incorporar las nanoparticulas de chitosan en la matriz de PVA,
podemos lograr la administracion de farmacos dirigidos a sitios especificos. El
desarrollo de este sistema de administracion de farmacos puede proporcionar
nuevas oportunidades para el tratamiento de diversas enfermedades y puede
conducir a mejoras significativas en los resultados de los pacientes. A pesar de
las pruebas realizadas en este trabajo de investigacion, no considera factores
del huésped como la presencia de saliva y células inmunes al ser un estudio in
vitro, por lo que se espera un efecto diferente in vivo. Por lo tanto, es necesario
seguir desarrollando métodos para recubrir superficies de implantes, capaces de
liberar farmacos. El objetivo para el futuro serd utilizar los conocimientos sobre
el PVA y Cs para incorporarlos a los implantes dentales. Los primeros minutos
tras la implantacién son cruciales para obtener un tejido sano. Los sistemas de
administracion de farmacos podrian evitar la colonizacion de bacterias alrededor
del implante dental y mejorar el proceso de cicatrizacion en los primeros minutos
tras la cirugia. En préximos trabajos, seria interesante evaluar el efecto biol6gico
de las superficies cargadas de farmacos utilizando PVANP como sistema de

liberaciéon de farmaco.
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6.1 Conclusiones generales

En base a todo lo expuesto en el presente trabajo de investigacion, se

pueden establecer las siguientes conclusiones:

UNIVERSIDAD
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La superficie de titanio anodizada fue recubierta exitosamente con los
precipitados de hidroxiapatita mediante la formulacion de fluido
corporal simulado.

Una superficie de titanio mas rugosa o hidrofilica no garantiza la
adsorcion del farmaco.

El recubrimiento a base de alcohol polivinilo demostrd ser una matriz
eficaz en la vehiculizacion de farmacos y nanoparticulas.

El sistema de nanoparticulas coloidales a base de chitosan, demostré
ser estable en su preparacién y conservacion.

La carga y encapsulacion de los sistemas liberadores para todos los
farmacos fue eficaz, demostrando la versatilidad de los sistemas para
vehiculizar el agente terapéutico deseado.

La facil preparacién y caracterizacion de los sistemas transportadores
de farmacos evaluados en este trabajo de investigacion demostraron
propiedades antimicrobianas y adhesivas adecuadas, por lo que,
podrian ser una interesante opcion en la modificacion de la superficie
de implantes de titanio en la entrega dirigida de farmacos (doxiciclina,
vancomicina, etc.). En adicion, el enfoque terapéutico de los sistemas
podria ser modificado ya que se comprobd que el recubrimiento de
PVA no solo fue exitosamente cargado con antibioticos, sino que,
ademas, fue posible vehiculizar farmacos como paracetamol,
ibuprofeno y doxepina.

Los sistemas liberadores de farmacos presentaron una mayor eficacia
y un mayor efecto prolongado en sus propiedades antibacterianas

cuando fueron cargados con doxiciclina.
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