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DESCRIPCION

Procedimienio de oblencién de particulas poliméricas funcionalizadas

La presente invencion se refiere a un procedimiento de polimerizacion-precipitacion
para la obtencidon de unas particulas esféricas poliméricas de copolimero con topologia
gstadistica y estructura quimica (mondmers acido seleccionade entre acrilico ©
metacrilico)-co-(entrecruzador seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionade entre acrilico o metacrilico) funcionalizadas con un catién
divalente seleccionado de entre Zn™*, Ca™ Mg™ v S y/o un agente antibacteriano y
a dichas particulas poliméricas. Ademas, la presente invencion se refiere a una
composicion que comprende dichas particulas poliméricas v al uso de dichas

particulas para la fabricacion de un medicamento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

Uno de los mayores problemas que puede tener lugar tras una intervencion
endodéntica es la aparicidn de infecciones prolongadas que hacen necesaria otra
intervencion posterior o que pusde dar como resultado la pérdida de ia pieza dental.
La razén principal de este problema es la desinfeccidn imperfecta de la dentina
radicular durante la endodoncia, que tiene como consecuencia gue las bacterias

existentes no se eliminen por completo.

Actuaimente, uno de los mayores desafios en ios tratamientos endodonticos es
gliminar por compileto las bacterias en el sistema de conductos radiculares. Los
microorganismos gue pueden sobrevivir al tratamiento, afectan a la cicalrizacidn
periapical vy facilitan el desarrolio de lesiones apicales. La reactivacion de estas
bacterias tiene efectos nocivos directos e indirectos, a fravés de la aclivacidn de las
metaloproteasas. Por lo tanto, s necesario un agente gue se puede aplicar en las
paredes de ja dentina, en el conducto radicular, que tenga un efecio bactericida a large

plazo vy una actividad inhibidora de las metaloproteasas.

La busqueda de un biomaterial con un importante efecto antibacteriano dentro de los
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conductos radiculares no es un desafio nuevo; varios materiales han side propuestos

previamente:

Una mezcla triple de antibicticos (TAM)} se ha utilizado recientemente como
medicacion infracanal contra los patdgenos comunmente encontrades en el sistema
del canal de la raiz. Esta mezcla contiene ciprofioxacina, metronidazol y minociclina vy

puede eliminar bacterias de forma efectiva, pero tiene dos importantes desveniajas:

= Provoca un oscurecimiento de la estruciura dental [Shakouie 8, Shahi §,
Samiei M, Milani AS, Reyhani MF, Paksefat S, Eskandarinekhad M, Ghasemi
N. Effects of different infra canal medicamenis on the push out bond sirengih of
endodoniic sealers. J Clin bxp Dent. 2017.9(3).e443-e447].

e Altera ia fuerza de unidn de los seliadores de canales [Shokraneh A, Farhad
AR, Farhadi N, Saaichi M, Hasheminia SM. Antibacterial effect of triantibiotic
mixture versus calcium hydroxide in combination with active agents against
Enterococcus faecalis biofilm. Dent Mater J 2014,33(6).733-738.1

El hidroxido de caicio Ca{OH), es ampliamente utilizado en tratamientos post-
endoddnticos. Se ha demostrade que el uso a corto y large plazo de Ca(OH),; en &l
conducto radicular podria ejercer efectos negativos sobre ias propiedades quimicas v
mecanicas de la dentina de g raiz, pudiends ser debido a su slevado pH, que
conlievaria a efeclos perjudiciales sobre el colagenc de la superiicie de la dentina.
También se ha demostrado que el Ca{OH); no tiene efecto importante scobre los

microorganismos resistentes dentro del conducto radicular, a largo plazo.

Por ofro lado, los dientes tienen una capa interna de dentina y una capa externa dura
de esmalte. En los seres humanos, of esmalie varia en grosor sobre la superficie del
diente, siendo a menudo mas grueso en la zona superior, hasta 25 mm, y mas
delgado en el borde de ia unién cemenio-esmalie. Sin embargo, frecuentemente
ocurren procescs de desmineralizacidon en el esmalte, que o degradan. ksta
desiruccion del esmalie resulta en la exposicion de la dentina al medio oral v, a

menudo, se asocia con hipersensibilidad dental resultante al movimiento de fluidos
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dentro de los tubulos dentinarios. Los agentes desensibilizantes habifuaimente
utilizados contienen, por ejemplo, oxalato de potasio proporcionande una oclusidn
temporal del tibulo mediante cristales de oxalato. Sin embarge, seria necesario
conseguir una remineralizacion de la dentina dafada vy una oclusion tubular, mediante

el depdsito de compuestos minerales similares a los perdidos.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presenie invencion se refiere a un procedimiento de polimerizacidon-precipitacion
para la obtencion de unas particulas poliméricas de copolimere con topologia
estadistica y estructura quimica (mondmero acido seleccionado entre acrilico o©
metacrilico)-co-(entrecruzador seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-{mondmers
hidroxilado seleccionado entre acrilico ¢ metacrilico) funcionalizadas con un catidn
divalente seleccionado de entre Zn** Ca™ Mg™ vy Sr*? y/o un agente antibacteriano,
que comprende una primera etapa de preparacion de una disolucion monomérica con
los monomeres del copolimero, un entrecruzador, un disolvents, un iniclador vy
particulas con superficie fractal, v una stapa posterior de incubacion de las particulas
poliméricas en una disolucidn acuosa que comprende Zn*%, Ca™ Mg'? S yio un

agente antibacteriano, cuyva finalidad es funcionalizar las particulas poliméricas.

Un copolimerc es una macromolécula compuesta por dos o mas mondmeros ©
unidades repetitivas distintas, que se pueden unir de diferentes formas por medio de
enlaces quimicos. En la presente invencidn el término “copolimero de iopologia
gstadistica’ se refiere a copolimeros estadisticos, es decir, un copolimero en el que la
distribucion de los mondmeros en la cadena as al azar, ya que todos los mondmeros
presenies en la disolucidn tienen la misma afinidad/probabilidad para reaccionar tanio
con monomeros de su misma naturaleza quimica (consige mismo), como con

mondmeros de diferente naturaleza quimica.

Cuando las particulas poliméricas funcionalizadas poseen dimensiones menores de

300 nm pueden ocupar los tabulos dentinarios por 1o que dichas particulas se pueden

utilizar para la fabricacién de un medicamento con capacidad para la remineralizacion

de la dentina v/o para el tratamiento y/o prevencién de infecciones bacterianas de la
4
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dentina del canal radicular. Por tanto, dichas particulas pueden utilizarse para la
fabricacidn de un medicamento para el tratamiento vy/o prevencidn de la
hipersensibilidad de Ia dentina y para la fabricacién de un medicamento para el
tratamiento y/o prevencion de recidivas infeccicsas  fas una intervencion de

endodoncia.

En un primer aspecto, la presenie invencidn se refiere a un procedimiento de
obtencion por polimerizacion-precipitacion de unas particulas polimeéricas (a partir de
aqui “procedimiento de la presents invencion”), que
e comprenden un copolimers con topologia estadistica y una estructura quimica
{(mondmero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-(entrecruzador
seleccionade  entre  acriiico o metacrilico}-co-{(mondémerc  hidroxilado
seleccionado entre acrilico o metacrilico)
e tienen dimensiones de particula menores de 1000 nm
s estan funcionalizadas con un catién divalente seleccionado de entre Zn'*?, Ca™?
Mgy Sr' un agente antibacterianc y/o cualguiera de sus combinaciones,
caracierizado por ser una polimerizacién-pracipitacidn que comprende las siquientes
agfapas
a) preparar una disolucién que comprende:
e un mondmero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico en una proporcion
de enire 0,05 % y 10 % en peso con respecto al peso tolal de la disolucién
s un entrecruzador seleccionado entre acrilico o metacrilico en una proporcién de
entre 0,05 % v 10 % en peso con respecto al peso total de la disclucion
« un mondmero hidroxilado seleccionade entre acrilico o metacrilico en una
proporcion de entre 0,05 % vy 10 % con respecto al peso total de la disolucidn
 un discivente que comprende al menos acetonitriic acrilonitrilo, propionitrilo,
benzonitrilo, butironitrilo, metil etil celona (butanona), acelato de etilo, 1,2-
dimetoxistano o una combinacion de los mismos, en una proporcién de entre
80 % y 98,8 % en peso con respecto al peso fotal de ia disolucion
s un iniciador en una proporcion de entre 0,01 % v 2 % en peso con respecto al
peso total de la disolucidn
¢ particulas con superficie fractal en una proporcién de entre ¢l 0,002 % vy el 2 %
en peso con respecto al peso total de la disclucion
5



10

15

20

25

30

ES 2721 675 B2

b eliminar e oxigeno presente en la disolucidn obtenida en la etapa (a);

¢} calentar la disolucidn obtenida en (b) a una temperatura de enfre 30 °C y el punto de
ebullicién del disolvente utilizado en 1a etapa (a);

d) aistar las particulas poliméricas obtenidas en la etapa (¢}, lavar y secar;

g} funcionalizar las particulas poliméricas obtenidas en la setapa (d) mediante su
incubacion en  una disolucién acuosa que comprende Zn'?, Ca™ Mg Sr' y/o un
agente antibacteriano, respectivamente, para obtener una suspensidn, donde &l
porcentaje en peso de las particulas poliméricas en la suspensién es de entre 0,01 % v
30 %: vy

) aislar las particulas poliméricas funcionalizadas en |a etapa (e) y secar.

En una realizacidn preferida dal procedimiento de la invencion, las particulas

poliméricas que se oblienen tienen dimensiones de particula menores de 300 nm.

En ofra realizacidn preferida del procedimiento de la presente invencion, las particulas

poliméricas que se obtienen son esféricas.

En ofra realizacion preferida del procedimiento de ia presenie invencidn, el monoémero
acido de la etapa (a) se selecciona de entre acido metacrilico (MA), Acido acrilico (AA),
2-Carboxietil acrilato, mono-2-(metacriloiloxijetil maleato, Oligdmeros de 2-Carboxietil
acrilato, Acido 2-bromoacrilico, Acido 2-Bromometilacrilico, Acide 2-Etilacrilico, Acido

2-Propilacrilico y Acido 2-Triflucrometil acrilico.

En oira realizacidn preferida del procedimiento de la presente invencion, el
entrecruzador de la etapa (a) se selecciona de entre Etilenglicol dimstacrilato (EDMA),
3-{acrilciioxi)-2-hidroxipropil metacrilato, Bis[2-(metacriloiloxietil] fosfato, Bisfencl A
propoxilato diacrilato de de, 1,3-Butancdiol diacrilato, 1.4-Butanodiol diacrilato, 1,3-
Butanodiol dimetacrilato, Di{trimetilpropano) tetracrilato, Diuretano  dimetacrilato,
Giicerol  1,3-diglicerclato  diacrilato, Glicerol dimetacriiato, Glicerol  propoxilato
(1PO/OH) triacrilato, 1,6-Hexanodiol diacrilato, Neopentil glicol diacrilato, Pentaeritritol
diacrilato monostearato, Pentaeritritol tetra-acrilato vy Trimstilolpropanc propoxilato

triacrilato.



10

15

20

25

30

ES 2721 675 B2

En ofra realizacion preferida del procedimiento de ia presenie invencidn, el monoémero
hidroxilado de la etapa (a) se selecciona de entre Z-hidroxietil metacrilaio (HEMA), 2-
hidroxietil acrilato (HEA), hidroxipropil acrilaio, hidroxipropil metacrilato, 4-hidroxibutil

acrilato, hidroxibutil metacrilato y 2-Hidroxi-3-fenoxipropil acrilato.

En ofra realizacién preferida del procedimiento de la presente invencidn, el iniciador de
la etapa (&) s€ selecciona de enire 2.2-Azobis(2-
metilpropionitrilc){(AIBN}, 1, 1'Azobis{cicichexanccarbonitrilo}(ACHN), 2,2"-Dihidrocioruro
de 2,2-Azobis (Z2-metiipropionamiding) (AAPH), 4.4-Azobis{acido 4-cianovalérico)
(ACVA), tert-Butil hydroperoxido, hydroperoxido de Cumeno, 2,5-Ditert-butiiperoxido}-

2,5-dimetii-3-hexiino, Dicumil peroxido v 2,5-Bis(lert-butilperoxido)-2,5-dimetithexano.

La etapa (a) del procedimientio de la invencion se lleva a cabo en presencia de un
disolvenie que comprende al menos acetonitrilo, acrilonitrilo, propionitrilo, benzonitrilo,
butironitrilo, metit elil cetona (butanona), acetato de etilo, 1,2-dimetoxietano © una

combinacion de los mismos.

Cuando la etapa (a) del procedimiento se lleva a cabo en presencia de agus, las
particulas poliméricas se aglomeran, hecho indeseado a evitar. Asi, en una realizacion
preferente del procedimients de la presente invencion, el disolvente empleado para

obtener la disclucién de la etapa a) no es agua.

Cuando la etapa (a) del procedimiento se lieva a cabo en disolventes puros con un
glevado valor del parametro de solubilidad de Hansen para formar puente de
hidrogeno (4,) como son los alcoholes: 1-propancl, Z-propanol, etanol, metanol,
butanol, 1as cadenas poliméricas del copolimero se mantienen solvatadas hasta altos

valores de conversion obteniéndose macrogeles amorfos indeseados.

Cuando la etapa (a) del procedimiento se lieva a cabo en disolventes puros con un
elevado valor del parametro de solubilidad de Hansen para dar fuerzas dispersivas (8,
comao son xileno, tolueno, etilbenceno, octanc, heptano, hexano, se obtienen particulas
indeseadas, no esféricas de 1500 nm de diametro formadas por

agregacion/coagulacion de particulas mas peguenas.
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Cuando la etapa (8) del procedimiento se lleva con
e al menos, acetonitrilo, acrilonitriic, propionitrilo, benzonitrile, bulironitriic, metil
etil cetona (butanona), acetato de etilo, 1,2-dimetoxistano o una combinacion
de los mismos
e Yy algunns de los disolventes mencionados con anterioridad,

si se obtienen dimensiones de particula mencres de 1000 nm.

En una realizacion preferida del procedimienio de ia presente invencion, el disolvente
es puro y se selecciona de entre, acetfoniirilo, acrilonitrilo, propionitrilo, benzoniirilo,
butironitrilo, metil etil cetona (butanona), acetaite de etilo, 1,2-dimetoxielanc v una

combinacion de los mismos.

En la presente invencidn se entiende por "particulas con superficie fractal” como
aguelia particula que comprende una superficie fractal, es decir, una superficie cuya
geometria comprende una dimension fractal, siendo la dimensidn fractal un numero
real que generaliza €l concepto de dimension ordinaria para objetos geomélricos que
no admiten espacio tangenie. En geometria diferencial, espacio tangenie es &l
conjunto asociado a cada punio de una variedad diferenciable formado por todos los

vectores tangentes a dicho punto.

Ejemplos de particulas con superficie fractal hidrofilica son nanoparticulas porosas de

silice SO, o de aldmina ALO,.

La silice S0, es un material poroso e hidrofilico con una alta capacidad de adsorcién
de polimeros v copolimeros polares mediante: complejacidn entre los grupos polares
(COOH y OH) de los mondmeros que componen el copolimero v los cationes mono y
divalentes presentes en la silice, por puente de hidrogenco, por interacciones
electrostaticas, etc. Los nucleos de Si0, se comportan como superficies hidrofilicas
fractales capaces de rebajar ia barrera de nucleacion practicamente a cero alli donde
ocurren fendmenos de nucleacidn (solidificacidn de metales, condensacidn de liquidos,
solidificacién de minerales.. etc) haciendo gue los fendmenocs de nucleacion se den

preferentements sobre la superficie de dichos ndcleos, via nucleacion heterogénea. En
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los procesos de polimerizacidn-precipitacidon  también se dan fendmenos de
nucleacion, por 1o que los ndcleos de SI0; se comportan de la misma manera: la
presencia de nucleos de Si0; hace que el mecanismo de nucleacidn en la

polimerizacion-precipitacion sea exclusivamente via nucieacion hetercgénea.

La etapa (a) del procedimiento de g invencidn requiere la presencia de particulas con
superficie fractal; la reaccidn de polimerizacidn-precipitacion tiene lugar mediante un
mecanismo de nucleacidn helerogénea en presencia de dichas particuias con
superficie fractal como el que se muestra a continuacion. La nucleacién heterogénea
en polimerizacidn precipitacidn consiste en la precipitacién de las cadenas poliméricas
en crecimiento sobre zonas donde ya existe superficia sélida, es decir, en la superficie
fractal de las particulas. En el siguiente esquema se utilizan nucleos de SIO, como

particulas de superficie fractal.

& oo ove . e .
e 2070 8 = Indciadaor 1

M, = Mondnmere; M{ = Radical w

3

=
-

.‘,

{ Mirciag de Si0,

de eanire

B .
o m et i e e B

=
. = N .
. e, .
2

La etapa 1 del mecanismo propuesto consisie en la iniciacion y formacién de radicales

a partir del mondmero acido, el monomero hidroxilado, el entrecruzador, el disolvente y
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&l iniciador en presencia de nucleos de Si0,.

La etapa 2 es la etapa de propagacion y cracimienio de las cadenas poliméricas en

disolucion.

La etapa 3 consta de 2 pasos:

a} precipitacion; las cadenas poliméricas crecen solvatadas hasta alcanzar el maximo
tamafno posible en disclucién, para posteriormente precipitar sobre os nuclecs de
Si0, formando las primeras particulas 5i0,-Copolimero

by crecimiento; una vez que todos los nucleos de S0, son de ia forma Si0Os-
Copolimero, las precipilaciones posteriores producen un crecimiento de las particulas

Si0,-Copolimero iniciales.

La etapa 4 se corresponde con e fendmeno de polimerizacién interfacial debido a la
posible adsorcidn de mondmeros en la superficie de las particulas vy su posterior
propagacion scbre cadenas en crecimiento residuales gue puedan quedar en la

superficie de las particulas.

El resultado de llevar a cabo la reaccion de polimerizacidn precipitacion en presencia
de particulas con superficie fractal como por gjemplo nucleos de 5i0; es la reduccion
del tamafic de particula polimérica hasta 4 veces por debajo del tamafo obtenido bajo
las mismas condiciones experimentales en ausencia de dichas particulas con

superficie fraclal.

Ademas, el indice de polidispersidad de las particulas poliméricas también se ve
reducide cuando la polimerizacidén-precipitacién se Heva a cabo en presencia de

particulas con superficie fractal.

En una realizacion preferida de la elapa (8) del procedimiento de la presente
invencidn, las particulas con superficie fractal de la etapa (a) son nucleos de Si0; o
AlO,; con un tamanio de particula de entre 1 nm y 400 nm. Mas preferiblemente, &l

tamafio de particula de los nucleos de 3i0; 0 ALO; es de entre 1 nm y 50 nm.
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La etapa (b) del procedimiento de ia presente invencidn se refiere a la eliminacion del
oxigeno presente en la disolucién obtenida en la etapa (a). Preferiblemente dicha

etapa (b) se lleva a cabo mediante purgado con nitrdgenc.

La etapa (¢) del procedimienico de la presente invencidn se refiere al calentamiento de
la disolucién obienida en (b) a una temperatura de entre 30 °C y el punto de ebullicidn

del disolvente utilizado en ia etapa (a).

La etapa (d) del procedimiento de la presente invencidn se refiere al aislamiento las
particulas poliméricas obtenidas en la efapa (¢), preferiblemente mediante

centrifugacién v eliminacién del sobrenadante.

Una vez lavadas y secas, las particulas poliméricas obtenidas en la etapa (d) se
funcionalizan en la efapa (8) mediante su incubacidén en una disolucién acuosa que
comprende Zn™? Ca™ Mg™, Sr'? y/o un agente antibacteriano, respectivamente, para
obtener una suspension, donde el porcentaje en peso de las particulas poliméricas en
la suspension es de entre 0,01 % vy 30 %. Disoluciones acuosas de ZnCl;, CaCl; son

preferidas para ia funcionalizacién con los cationes Zn'? y Ca'®, respectivamente.

El mecanismo por &l cual las particulas poliméricas se funcionalizacion con cationes
divalentes como Zn*?, Ca*™, Mg" o Sr'” se debe a las altas constantes de afinidad que
presentan los grupos carboxilo (COOH) e hidroxilo (OH) presentes en la superficie de
las particulas poliméricas para la formacion de complejos con dichos cationes
divalentes, mientras que la funcionalizacidn con el agente antibacteriane se puede
Hevar a cabo mediante union covalente o medianie interacciones no covalentes:
hidrofobicas, puente de hidrogeno, dispersivas, idnicas.. etc; dependiendo de la

estructura quimica del antibacieriano utilizado.

En una realizacion preferida del procedimiento de la presente invencion sl agente
antibacteriane de la elapa {g) se selecciona la lisla gque comprende tetracicling,
oxitetraciclina, doxiciclina hiclato, hidrocloruro de doxicicling, hidrocloruro de 4-
gpicloroteiraciclina, neomicina, gentamicina, tobramicina sus sulfatos vy derivados,

macrolidos  como la eritromicina, penicilinas tales como ampiciling y amoxiciling,
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vancomicina cefalosporinas vy antisépticos no tdxicos de uso oral como la clorhexidina
en cualguiera de sus presentaciones: digluconato de clorhexiding v acetato de

clorhexiding.

Otro aspecto de la presente invencién se refiere a las particulas poliméricas obtenidas
mediante el procedimiento descrito anteriormente (a partir de agui "particulas de la
invencidén”), donde dichas particulas
« comprenden un copolimero con topologia estadistica v una estructura guimica
(mondmero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-(entrecruzador
seleccionade  entre  acrilico o metacrilico}-co-(mondmere  hidroxilado
seleccionado entre acrilico o metacrilico)
« fienen dimensiones de particula menores de 1000 nm,
+ vy estan funcionalizadas con un catidén divalente seleccionado de entre Zn™?,
Ca* Mg™ v Sr'% un agente antibacteriano y/o cualquiera de sus

combinacionss.

En una realizacion preferida de las particulas de la invencidn, las dimensiones de

particula son mencres de 300 nm.

Otro aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende
las particulas de la presente invencidn cuyas caracteristicas técnicas se han

mencionado anteriormente.

Otro aspecto de la presente invencidbn se refiere a una composicion

farmacéuticamente aceptable que comprende las particulas de la invencidn

La composicion de la invencidn se puede presentar en una formulacidn seleccionada
de la lista que consiste en: crema, emuision, composicion anhidra, dispersidn acuosa,
aceile, leche, balsamo, espuma, locion, gel, solucién hidroalcohdlica, solucidn
hidroglicGlica, hidrogel, linimento, suerc, unglenic, mousse, pomada, polvo,
vaporizador, aerosol, capsula, pildora, comprimido, granulado, solucién, suspensién,

jarabe, film, etc.
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En una realizacion particular de la presente invencién, 1a particulas de la invencion con
dimensiones menores de 300 nm son susceptibles de
e ser ulilizadas como agente antibacteriane capaz de liberar lentamente el
principio activo dentro de los conductos radiculares durante largos periodes de
fiempo, o actuar ‘per se’ desde la particula polimérica funcionalizada
s ser ulilizadas en aplicaciones odontolGgicas tales como el {ratamienic de
hipersensibilidad dental facilitando la remineraiizacion de la dentina puesto que
dichas particulas (funcionalizadas con Zn*? o Ca*?) pueden ocluir los tibulos de

{a dentina.

Por su parte, el término “ratamientd” o "fratar” en el contexio de este documento se
refiere a la administracion de un compuesio ¢ una composicion segun la invencion
para mejorar o eliminar una enfermedad, condicidon patoldgica © uno 0 mas sintomas
asociados con dicha enfermedad o condicion en un paciente. “Trafamienio” también

abarca la mejora ¢ eliminacién de las secuelas fisiciogicas de la enfermedad.

Concretamente, el concepto “frafar’ se puede inferpretar como:
i.  Prevenir la enfermedad o condicidn patoldgica, es decir, impedir ©
refrasar su aparicion;
i. Inhibir la enfermedad o condicidn patoldgica, es decir, detener su
desarrollo;
. Aliviar la enfermedad ¢ la condicion patoldgica, es decir, causa la
regresion de ia enfermedad o la condicidn patoidgica;

iv. Estabilizar la enfermedad o la condicidn patolégica.

El término “medicamento’, tal y como se usa en esta descripcidn, hace referencia a
cualquier sustancia utilizada para el fratamiento de enfermedades o condicionss

patoldgicas en el hombre 0 en un animal.

Una ventaja de las particulas de la invencion radica en su uiilidad como agente
antibacteriano es su efecto de larga duracidn vy la sinergia entre la inhibicidon bacleriana
y la inhibicidn de la actividad de las metaloproteasas. Las metaloproteasas son

inhibidas potentemente por la doxicicling y tienen un efecto quelante sobre los cationes
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divalentes. Cabe sefialar que las particulas de la invencidn inhiben de modo
compefitivo la accidn colagenolitica (destruccion de diente y hueso) de las
metaloproleasas, es decir, inhiben la metaloproteasas dentinarias, y frenan la
destruccidn del colageno.

Se ha comprobado que la biocompatibilidad de las particulas de la invencidn es
superior al 80 % cuando se analizaron frente fibroblastos humanos por 1o que son

susceptibles de ser una herramienta Gtil en técnicas de revascularizacion endoddntica.

Ademas las particuias de la invencidn son compatibles con todos los materiales
utilizados conocidos para el seliado del canal de ia raiz, por lo gue son susceptibles de
ser utilizadas en &l canal radicular reduciendo en gran medida ias recaidas y la
necesidad de infervenciones quirdrgicas secundarias posteriores a las intervenciones

endoddnticas.

Una aplicacion adicional de estas particulas es la administracion tdpica en la dentina
de la superficie radicular o dentina cervical, pudiendo cerrar los tubulos dentinarios,
inhibir las metaloproteasas de la dentina y restaurar las propiedades mecanicas de la
superficie dentinaria debido a sus propiedades remineralizantes. Asi, se disminuye la
hipersensibilidad mediante la oclusion de tubulos y evitamos el avance de la lesidn con
la mejora de las propiedades mecéanicas de la dentina e inhibicidn de las

metaloproieasas (implicadas en &l avance de este proceso de erosién dentinaria).

Por tanto, ofro aspecio de la invencidn se refiere al uso de las particulas de la
invencidn {a partir de agui “uso de la presente invencidn™)

e que comprenden un copolimero con topologia estadistica vy una estructura
quimica {mondmero Aacido seleccionado enire acrilico ¢ meiacrilico)-co-
(entrecruzador seleccionado entre  acrilico ©o metacrilico)-co-(mondmerc
hidroxilado seieccionado entre acrilico o metacrilico)

s fienen dimensiones de particula menores de 1000 nm,

+ ostan funcionalizadas con un catién divalente seleccionado de entre Zn™, Ca™,
Mg™ v Sr'?, un agente antibacteriano y/o cualguiera de sus combinaciones,

para la fabricacion de un medicamento.
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Ademas, la presente invencion se refiere a las particulas de la invencion,

e que comprenden un copolimero con topologia estadistica y una estructura
quimica (mondmere &acido seleccionado entre acrilico ¢ metacrilico)-co-
(entrecruzador seleccionado entre acrilico ¢ metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionado enfre acrilico o metacrilico)

e tienen dimensiones de particula menores de 1000 nm,

s estén funcionalizadas con un cation divalente seleccionado de entre Zn*%, Ca™,
Mgy Sr' un agente antibacterianc y/o cualguiera de sus combinaciones,

para su uso como medicamento.

En una realizacidn preferida de la presente invencidn, el uso de las particulas de la
invencion se refiere a la fabricacidn de un medicamento para el tratamiento y/o
prevencién de enfarmedades derivadas de la actividad de metaloproteasas tales como

cancer o procesos inflamatorios.

A su vez, la presente invencion se refiere a ias particulas poliméricas de la invencidn
¢ que comprenden un copolimerc con topologia estadistica y una estruciura
quimica {(monomero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-
(entrecruzador seleccionado  entre  acrilico o  metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionado entre acrilico ¢ metacrilico)
« fienen dimensiones de particula menores de 1000 nm,
« estan funcionalizadas con al menos un catidon divalenie seleccionado de entre
Zn*? Ca* Mgy &'
para su uso como medicamento para el tratamiento y/o prevencion de enfermedades
derivadas de la actividad de metaloproteasas fales como cancer o procesocs

inflamatorios.

Otra realizacion preferida de la presente invencion, el uso de las particulas poliméricas
de la presente invencion se refiere g la fabricacion de un medicamento para la
remineralizacidn de la dentina, donde las particulas estan funcionalizadas con al
mencs un cation divalents seleccionado de entre Zn™, Ca'™, Mg™ y Sr% un agente

antibacteriano y/o cualguiera de sus combinaciones.
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A suvez, la presente invencion se refiere a ias particulas poliméricas de la invencién

s que comprenden un copolimero con fopologia estadistica v una estructura
quimica (mondmero acide seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-
(entrecruzador  seleccionado entre  acrilico o  metacrilico)-co-{mondmero
hidroxilado seleccionado entre acrilico 0 metacrilico)

e tienen dimensiones de particula menores de 300 nm,

» esian funcionalizadas con al menos un catidn divalente seleccionado de entre
Zn*" Ca™ Mgy 87

para su uso como medicamento para la remineralizacidn de la dentina.

En ofra realizacién preferida de la presente invencion, el uso de las particulas de la
invencion se refiere a la fabricacidn de un medicamento para el tratamiento y/o
prevencion de infecciones bacterianas de la denting radicular, donde las particulas

estan funcionalizadas con al menos un agente antibacteriano.

Ademas, la presente invencién se refiere a las particuias poliméricas,
¢ que comprenden un copolimerc con topologia estadistica y una estruciura
quimica {(monomero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-
(entrecruzador seleccionado  entre  acrilico o  metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionado entre acrilico ¢ metacrilico)
« fienen dimensiones de particula menores de 300 nm,
+ astaén funcionalizadas con al menos un agente antibacteriano,
para su uso como madicamenio para e fratamiento y/o prevencion de infecciones

bacterianas de la dentina radicular.

En ofra realizacion preferida de la presente invencion, el uso de las particulas de la
invencitn se refiere a ia fabricacion de un medicamento para la remineralizacion de la
dentina y para &l tratamiento y/o prevencion de infecciones bacterianas de la denting,
donde las particulas esian funcionalizadas con al menos un catidn divalente

seleccionado de entre Zn™?, Ca™ Mg™ vy Sr' y con al menos un agente antibacteriano.

La presente invencion también se refiere 3 las particulas de la invencidn,
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s que comprenden un copolimero con itopologia estadistica y una esfructura
quimica {mondmere acido seleccionado enfre acrilico ¢ metacrilico)-co-
{entrecruzador seleccionado entre  acrilico © metacrilico)-co-{mondmero
hidroxilado seleccionado entre acrilico o metacrilico)

e tienen dimensiones de particula menores de 300 nm,

« estén funcionalizadas con al menos un catidn divalente seleccionado de entre
Zn'? Ca™ Mg'y S y con al menos un agente antibacterianc.

para la remineralizacién de la dentina y para el tratamiento y/o prevencidn de

infecciones bacterianas de la dentina radicular.

En ofra realizacién preferida de la presenie invencién, el uso de la presentes invencion
se refiere a la fabricacidén de un medicamento para &l tratamiento y/o prevencidn de la

hipersensibiiidad de la dentina.

La presente invencidn se refiere también a las particulas poliméricas de la invencién,

s+ gue comprenden un copolimero con topologia estadistica y una estrucitura
guimica (mondmero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-
(entrecruzador  seleccionade  entre  acrilico o metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionado entre acrilico o metacrilico)

s fienen dimensiones de particula menores de 300 nm,

» estan funcionalizadas con un catién divalente seleccionado de entre Zn'™?, Ca™
Mg v 5r'% un agente antibacteriano y/o cualquiera de sus combinaciones,

para el tratamiento y/o prevencion de ia hipersensibilidad de la dentina

En otra realizacion preferida de la presente invencién, el uso de las particulas de la
presente invencidn se refiere a la fabricacion de un medicamanto para el ratamisnto

y/o prevencitn de recidivas infecciosas fras una intervencién de endodoncia.

A suvez, la presente invencion se refiere a las particulas poliméricas de la invencidn,

e que comprenden un copolimero con topologia estadistica y una estructura
quimica (mondmere &acido seleccionado entre acrilico ¢ metacrilico)-co-
(entrecruzador seleccionado enfre  acrilico o  metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionado enfre acrilico o metacrilico)
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s fienen dimensiones de particula menores de 300 nm, y
« estan funcionalizadas con un catién divalente seleccionade de entre Zn*?, Ca™,
Mg v Sr*?, un agente antibacterianoc y/o cualquiera de sus combinaciones,

para el tratamiento y/o prevencion de recidivas infecciosas tras una endodoncia.

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende” vy sus
variantes no pretenden excluir ofras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o
pasos. Para los expertos en la materia, olros objetos, veniajas y caracteristicas de la
invencion se desprenderan en parte de 13 descripcién v en parte de la practica de la
invencidén. Los siguientes ejemplos y figuras se proporcionan a modo de llustracién, y

no se pretende que sean limitatives de la presente invencidn.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Fig. 1.- Imagenes de microscopia electrdnica de barrido (SEM) de las particulas
obtenidas por polimerizacién-precipitacién en viales de vidrio (A) y en botes Nalgene®
(Plastica) (B).

Fig. 2.- Imagen de microscopia éptica de las particulas obtenidas en viales de vidrio.

Fig. 3.- Comparacion de tamafios de particulas v del indice de polidispersidad PDI
para las particulas poliméricas obhtenidas mediante polimerizacidn precipitacion llevada

a cabo en botes de plastico Nalgene® y en viales de vidrio.

Fig. 4-Comparacion de los tamados de particula vy del indice de polidispersidad (PD)
de las particulas obtenidas mediante polimerizacidn precipitacidn llevada a cabo en

hotes de plastico Nalgene® en presencia de cantidades crecientes de vidrio.

Fig. 5.- Imagenes de microscopia dptica de las particulas obtenidas en presencia de

las nanoparticulas inorganicas NTI4 (A) y NTI5 (B).

Fig. 6.- Tamafio de las particulas poliméricas y ios valores de indice de polidispersidad

(PD1) vs Concentracion de nanoparticulas inorganicas NTI4 presentes en el medio de
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polimerizacion.

Fig. 7.- Imagenes de microscopia Sptica de las particulas poliméricas obtenidas por
polimerizacion-precipitacion en presencia de las nanopariiculas inorganicas NTI4-F
(A), NTI4-G (B) y NTi4-H (C).

Fig. 8.- imagenes de microscopia slectronica de barride de 1as particulas poliméricas
de 1500 nm obtenidas en tolueno (A}, de 250 nm obtenidas en acetonitriio (B), de 600
nm obtenidas en una mezcla acetonitrilo/2-propancl/toluenc utilizando las siguientes
fracciones en volumen de cada disolvente ®r,e00=0.73 Craceioniin™0.25 Do progana™ 0.02
(C) de 1200 nm obtenidas en una mezcla acetonitrilo/2-propancl/toluens utilizando las
siguientes fracciones en volumen ®rouens™0.035 Pacetoninin=0.90  ®opropano=0.015 (D} v

macrogeles obienidos en Z-propancl {(E).

Fig. 9.- (A) Valores promedio y desviacién estandar (8D) de liberacion de doxiclina
{(ug/mbl. por mg de particuias-Dox) a cada intervalo de tiempo. (B) Liberacidn de

doxiclina (%) por mg de particulas-Dox a cada intervalo de tiempo.

Fig. 10.- Supervivencia de P.gingivalis (numero de células viables) tras la incubacion
con las diferentes particulas a diferentes intervalos de tiempo. El valor de
supervivencia fras la incubacion en tampdn fosfaic es usado como control de

referencia en todos los casos.

Fig.11.- A) Imagen de microscopia electronica de barrido (FESEM) de dentina cervical
no tratada, tras 7 dias de almacenamiento. Tras este periodo se encontraron algunos
pequefios cristales o depdsitos minerales (indicado con flechas) en la dentina
intertubular y peritubular (D y PD, respectivamente). Todo el resto de la superficie
aparece libre de depssitos minerales. B) Imagen de microscopia electronica de barrido
(FESEM) de la dentina cervical tratada con Particulas-Zn después de 7 dias de
almacenamiento. La superficie de la dentina exhibid depédsitos no cristalinos de mineral
agrupados como una densa red de fosfatos de calcio con formas redondeadas
{asteriscos) ¢ amorfos (flechas), sin permitir la observacidn de los tabulos. Los

espectros obtenidos de estos depdsitos a través del analisis de enargia dispersiva,
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muestran una composicion elemental de fosforo (P) y calcio (Ca).

Fig. 12.- Porcentaje de reduccion en &l fiujo de fluido dentinal (DFF) en funcidn de las

muestras analizadas a las 24 horas y 7 dias.

Fig. 13.- A) Valores medios y desviacion estandar de nanodureza (Hi) (GPa) en las
superficies de dentina cervical tanto en la zona peritubular como intertubular tras la
aplicacion de las diferentes particulas poliméricas funcionalizadas a los grupos
experimentales a las 24 horas vy 7 dias. B) Mddulo de elasticidad de Young (Ei} (GPa)
en las superficies de denting cervical tanto en peritubular como intertubular tras
aplicacion de las diferentes particulas funcionalizadas a los diferentes grupos

experimentales a las 24 horas y 7 dias.

EJEMPLOS

A continuacion se ilustrara la invencidn medianie unos ensayos realizados por los

inventores, que pone de manifiesto la efectividad del producto de la invencidn.

Ejemplo 1: Sintesis de particulas poliméricas de MA-co-EDMA-co-HEMA

funcionalizadas

Se prepararon unas particulas poliméricas esféricas de MA-co-EDMA-co-HEMA,
mediante polimerizacién precipitacion con iniciacion térmica ulilizando e siguiente
sistema monomérico: 2-hidroxistiimetacrilato (HEMA), acido metacrilico (MA) y el
entrecruzador etilenglicoldimetacrilato (EDMA), en aceloniirilo (ACN), usando como

iniciador térmico azobisiscbutironitrilo (AIBN).

La composicion de la alimentacidn para la reaccion de polimerizacion precipitacion,
asi como las condiciones experimentales utilizadas en la reaccidn se muesiran en la

siguiente Tabla 1.

[EDMA] moliL 0,063
IMAA] mol/L 0,081
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[HEMA] mol/L 0,036
[AIBN] mg/mL 0,65
T reaccidn (DC) 82

% mondmeros vs disclvente (m/m) 4

Tabla 1. Composicidn de partida y condiciones experimentales

Antes de Hevar a cabo las polimerizaciones, los monémeros fueron purificados, y una
vez preparadas las disoluciones con los mondmeros vy el iniciador, los sistemas fueron
enfriados y purgados con N; durante 5 min con el fin de eliminar el O, presente en el
medic. Las reacciones se llevaron a cabo a 82 °C en bafo de aceile con control de
temperatura. Una vez terminadas las polimerizacionss, las particulas se centrifugaron,
se elimind el sobrenadante por decantacion, se lavaron 3 veces con 30 mi de metanol
y se secaron en estufa de vacio a 70 °C hasta pesada constante; una vez secas se
prepararon suspensiongs de las mismas en MeOH y se midieron los tamafios de
particula mediante la técnica de dispersion dinamica de luz {(en inglés Dinamic light
scattering, siglas en inglés DLS) utilizando un equipo Zetasizer Nano Z890 de la casa

comercial Malvem.

Cuando la polimerizacion-precipitacion se lleva a cabo en vigles de diferente
composicién, sorprendeniemente se obtienen diferentes didmetros para las particulas
esféricas de MA-co-EDMA-co-HEMA.

Un primer experimento consistid en llevar a cabe la invencidn en un vial de vidrio de 20

mi y en un bote de pldstico de Nalgene® de 100 mi.

El plastico marca Nalgene®: es un plastico altamente inerte y resistente a agentes
quirnicos vy fisicos disefado para levar a cabo reacciones guimicas a alta presion y

temperatura.

Para corroborar la diferencia dei iamafio de particuia obtenido en funcién del recipiente
utilizado (vial de vidrio o bote de plastico Nalgene®), se repitieron las sintesis 5 veces

en cada uno de los recipientes obteniéndose los siguientes resuliados
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s« un tamano de particula medio de 210 + 25 nm para las reacciones illevadas a
cabo en vidrio con un valor del indice de polidispersidad (PD) de 0,004 + 0,001
y un rendimiento (R) del 65 £ 9 %. Ndotese que los rendimientos se calcularon
como el porcentaje en peso de particulas obtenidas con respecto al peso de
monomeros utilizados en la alimentacion.

e para las sintesis Hevadas a cabo en botes de plastico Nalgene® se obluvieron
tamafios de particula de 880 x 50 nm con una PDI de 0,1 £ 0,035 vy un

rendimiento de 87+ 8 %

La Fig.1 muestra imagenes de microscopia electrénica de barmido (SEM) de las
particulas esféricas poliméricas obtenidas por polimerizacidn precipitacion en viales de

vidrio (A) vy en botes de plastico Nalgene® (B).

La Fig.2 muestra una imagen de microscopia optica de las particulas esféricas
poliméricas allamente monodispersas oblenidas en vial de vidric v mostradas en la
Fig.1. En esta Fig. 2 de microscopia Optica se puede observar como las particulas
poliméricas, al secar, producen una superficie cuarteada formada por
macroestruciuras de aproximadamente 10x20 um en forma de empaguelamienio

compacto y elevada monodispersidad.

El siguienie experimento consistio en el estudio del tamafio de particula y del indice de
polidispersidad (PDD en funcidn del tiempo de reaccidn, en ambos recipientes (viales
de vidric de 20 mi y botes Nalgene® de plastico de 100 mi). Los tiempos de reaccion
seleccionados fueron: 5, 10, 20, 30, 80, 120, 210 y 360 min. Los tlempos de nube, es
decir, el iempo necesario para apreciar visualmente una turbidez en &l sistema debido
a la formacién de los primeros nucleos primarios en suspension, ccurren en ambos
casos a aproximadamenie 10 min de reaccion. Las reacciones se pararon por
enfriamiento rapido y exposicion a oxigeno; posteriormenie se midieron los tamanos

de particula y los valores del indice de polidispersidad por DLS.

Enla Fig. 3 se representan los resultados obtenidos en este experimento.

En la Fig. 3 se muestra la comparacion entre los tamafios de particula obtenidos
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llevando a cabo las polimerizaciones en botes de plastico Nalgene® de 100 mi: lineas

grises: tamano (——) v rendimientoc (=} {(A), comparacidn entre los valores del
indice de polidispersidad PDI para las polimerizaciones llevadas a cabo en botes

Nalgene®: linea negra (—s—) y en vidrio; linea gris (——) (B).

En la Fig. 3A se puede observar como los rendimientos son iguales en ambos
sistemas (vidrio y plastico) y como las particulas poliméricas sintetizadas en el vidrio
son de menor tamafio y extremadamente monodispersas. Se puede concluir que la
reduccion del tamaio de particula no se produce por una inhibicidn de la

polimerizacion a estados tempranos debida al sistema utilizado.

Para corroborar qgue la lixiviacion de algun componente del vidrio produce la reduccion
del tamano de particula, se Hevaron a cabo tres réplicas de la polimerizacién en botes
Nalgene® de plastico, a los cuales se habia afadido vidrios rotos v moliurados a un
tamano de 3-5 mm provenientes de los viales de vidrio. Una vez finalizada la
polimerizacion se elimind el vidrio, se lavaron las particulas fres veces con MeOH y se
midié su tamano por DLS, obteniéndose un valor medio de 180 & 15 nm, con un indice
de polidispersidad de 0,0026 £ 0,0008 v un rendimiento de 85 £ 6 %. A la vista de
estos resulfados podemos confirmar que es la lixiviacion de algun componente del
vidrio 1o que produce una reduccién del tamafic de particula v del indice de

polidispersidad en la reaccion de polimerizacidn-precipitacion.

La composicidn mayoritaria de los vidrios es silice SIO; en una proporcion de entre 70
% y 95 %. La silice pura funde a muy alta temperatura, con lo cual, los vidrios con alto
contenido en SO, son dificlles de procesar y caros, debido a esto, se utilizan
diferentes aditivos para bajar ia temperatura de fusidn, y abaratar of proceso de
fabricacion 1o que a su vez modifica las propiedades mecanicas de los vidrios
haciéndolos mas fiuidos, mas fragiles, guebradizos, porosos... .etc. Entre estos aditivos
destacan: Ca0, Nay0, K0, ALO, MgO, etc. Es en los procesos de enfriamiento de los
vidrios donde se producen fendmenos de nucieacion capaces de producir nucleos
nanomeétricos de Si0,, los cuales quedan atrapados en a estructura del vidrio, y que

por tanto, pueden lixiviar cuando los vidrios son expuesios a diferentes medios
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liguidos.

El siguiente experimento pretendid determinar la cantidad minima de vidrio necesaria
para obtener particulas con diamefros menores de 300 nm. Para elio se llevaron a
cabo polimerizaciones por precipitacién como las mencionadas con anterioridad en
botes de plastico Nalgene® que contenian distinfas cantidades de vidrio proveniente
de los vigles de vidrio de 20 mi., en el medio de reaccidn. La tabla 2 muesira ios

resultados de esie experimento.

Tamafo de )
Indice de
_ Masa vidrio particula o _ Rendimiento
Experimento o polidispersidad
{g) polimerica (%}
) DI
{nm)

1 28 212 10 0,008 £ 0,004 8917
2 20 243 £15 0,002 £ 0,008 87x10
3 15 255 +18 0,034 £ 0,022 87410
4 10 301x9 0,044 + 0,009 67+10
5 441 £ 12 0,009 £ 0,005 84x9
6 2 665 £ 25 0,067 + 0,008 651 10

Tabla.2. Tamano de particula vs cantidad de vidric afadida en ia reaccion.

La Fig. 4 muestra el tamano de particula y el indice de polidispersidad PDI de las
particulas poliméricas obtenidas mediante polimerizacién por precipitacidn llevada a

cabo en botes de plastico Nalgene® en presencia de cantidades crecientes de vidrio.

En la Fig. 4 se puede observar como 15 g de vidrio son suficientes para gue el famaio
de particula esté por debajo de los 300 nm. Ademéas, en dicha Fig. 4, se puede
observar cdmo, para fodos los casos, los valores del indice de polidispersidad son
extremadamente bajos, indicando una muy alta monodispersidad de las particulas
obtenidas. Las particulas obtenidas en este experimento con tamafios por debajo de

los 300 nm presentaban al microscopio dptico estructuras similares a la de la Fig. 2.
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Con el fin de identificar si el componente del vidrio que lixivia y produce la reduccion
del tamafo de particula v del indice de polidispersidad PDI en polimerizacion-
precipitacion, son los nucleos nanométricos de Si0,, se Hlevd a cabo la polimerizacion-
precipitacidn en viales de plastico Nalgene® en las mismas condiciones
experimeniales gue en 10s casos anteriores v en presencia de una cantidad fija de
diferentes tipos de nanoparticulas inorganicas basadas en TiO,, entre las cuales solo
una de elias esta recubierta de Si0O,
A continuacidn se detallan las nanoparticulas incorganicas utilizadas en este
experimento:
e NTI-1: Dioxido de titanio (TiO,) anatasa, pureza: 98,5 %, tamafio de particula:
20 nm, suministrado por io-li-tec nanomaterials.
e NTI-2: Dioxido de fitanio (TiOy) rutilo, tamafio de particula: 10 nm distribuido por
Dupont.
« NTI-3: Dioxido de titanic (TiO;) rutilo, pureza 89.5% tamafio de particula 16-30
nm, suministrado por io-li-tec nanomaterials.
« NTi-4. Dioxido de titanio (TiOz) 99% recubierio con dicxido de silicio (Si0y),
tamafio de particula: 20-40 nm, suministrado por io-li-tec nanomaterials.

« NTI5. Dioxido de titanio (TiOz) rutile, pureza 89,5% con trazas de metales

basicos, tamano de particula <100 nm., suministrado por  ic-li-lec
nanomateriails.
Los resultados de esie experimenio se muesiran en la Tabla 3.
Tamafic de
] - particula indice de Rendimiento
Nanoparticulas | Concentracion o o _ B
o polimérica polidispersidad de reaccion
inorganicas {mg/mb) ,
obtenida PDI {%)
(nm)
NTH 0,0225 2318 £ 45 0,079 £ 0,052 63z 10
NTI2 0,0513 902 + 30 0,087 £ 0,032 B80x9
NTIS 0,0525 967 + 32 0,199 + 0,100 61+ 10
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NTH4

0,0538

80525

0,081 £ 0,040

63 + 10

NTI5

0.0465

1264 + 47

0,055 £ 0,028

82 + 11

Tabla 3. Resultados de la polimerizacion en presencia de distintas nanoparticulas

inorganicas en base TIO,.

Como se muestira en la Tabla 3, a las concentraciones de nanoparticulas incrganicas
utilizadas, los tamanos de las particulas poliméricas obtenidas son mayores de 300

.

La Fig. 5 muestra imagenes de microscopia éplica de las particulas poliméricas
sintetizadas en presencia de las nanoparticulas inorganicas NTI4 (A) y NTI5 (B),
donde se puede ver como dichas particulas poliméricas presentan una alta
monodispersidad v un empaquetamiento compacto. La muestra gue comprende
nanoparticulas inorganicas NTI4 se corresponde con nanoparticulas de TiO,

recubiertas de Si0,.

El siguiente experimento consistié en testar el efecin de la concentracidn de
nanoparticulas inorganicas en e tamaio de particula. Los resultados se muestran en
ia tabla 4.

POLIMERIZACION-PRECIPITACION EN PRESENCIA DE NTI-1

Tamafic de .
) indice de o
] Concentracion particula o _ Rendimiento
Nanoparticulas o o polidispersidad
{mg/mb} polimerica {%)
inorganicas PDI
(nmj

NTH-A 0,023 2150222 | 0,080 % 0,050 85+ 10
NTH1-B 0,112 1825+ 32 | 0,123 +£0,080 85+9
NTH-C 0,145 1720+ 25 | 0,056 £ 0,042 65+ 10
NTH-D 0,210 1750 £ 42 | 0,140 £ 0,085 66 + 10
NTH-E 0,320 1500 £ 52 | 0,127 £ 0,100 63 + 11
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NTIM-F 0,408 1550 £ 28 | 0,085+0,042 65 %12
NTIM-G 0,523 1420+ 35 | 0,120+ 0,070 65+ 10
NTH-H 0,640 1324 £ 40 | 0,086 £ 0,023 6210
POLIMERIZACION-PRECIPITACION EN PRESENCIA DE NTI-2
Tamafo de ;
indice de
] Concentracion particula o _ Rendimiento
Nanoparticulas _ o polidispersidad
o (mg/mb) polimérica {%)
inorganicas PDI
{nmy)
NTIZ-A 0,023 810 £ 15 0,085 + 0,052 65+ 10
NTIZ-B 0,103 828 £ 23 0,145 + 0,096 64 £ 12
NTI2-C 0,154 809 £ 30 0,026 + 0,010 64 £ 10
NTIZ-D 0,205 833 £ 42 0,030 + 0,020 64 110
NTIZ2-E 0,310 1021 & 41 0,008 + 0,005 61+9
NTIS-F 0,410 1058 £ 28 | 0,123 £ 0,067 84 £ 10
NTI3-G 0,542 1123 £33 | 0,130 £ 0,006 63 +10
NTI3-H 0,650 1210 £ 58 | 0,120 £ 0,052 65+ 10
POLIMERIZACION-PRECIFITACION EN PRESENCIA DE NTI-3
Tamafio de .
indice de
Nanoparticulas Concentracion particulas o _ Rendimiento
o - o polidispersidad
Inorganicas {mg/mb} polimericas . (%}
{nmyj
NTI3-A 0,025 1825+ 60 | 0,083 £0,0582 8910
NTIS-B 0,110 1735+ 45 | 0,122 +£0,095 65 %12
NTI3-C 0,150 15623 £ 52 | 0,085 10,023 65+ 10
NTIS-D 0,210 1380+ 25 | 0,123 20,094 B8 %7
NTI3-E 0,320 1148 £ 39 | 0,145 1 C,100 62 + 10
NTI3-F 0,420 1129+ 58 | 0,110 0,005 63+ 11
NTI3-G 0,528 1123 £ 24 | 0,096 £ 0,071 6519
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NTI3-H 0,635 1138 £ 36 | 0,085+ 0,006 63 %10

POLIMERIZACION-PRECIPITACION EN PRESENCIA DE NTI-4

Tamafio de .
] B ] indice de o
Nanoparticulas Concentracion particulas o _ Rendimiento
o o polidispersidad
Inorganicas {mg/mb} polimeéricas . (%}
(nm)

NTI4-A 0,027 896 £ 25 0,080 £ 0,035 86 + 10
NTi4-B 0,108 693 + 22 0,083 £ 0,023 64 +12
NTI4-C 0,161 482 + 15 0,035+ 0,012 64 + 10
NTI4-D 0,215 435 %32 3,002 = 0,001 849
NTI4-E 0,323 368 £ 42 0,007 £ 0,003 63 + 10
NTI4-F 0,430 328 £ 28 0,004 + 0,002 63+ 10
NTI4-G 0,538 280 £ 31 0,083 £ 0,023 62 + 11
NTi4-H 0,845 23318 | 0,085+ 0,0082 82 £ 10

Tabla 4. Tamano de particulas poliméricas en funcién de la naturaieza de la particula
inorganica y de la concentracion de dichas nanoparticulas inorganicas en la reaccién

de polimerizacion precipitacion.

A la vista de ios resuitados obtenides, se puede apreciar que unicaments, cuando se
utilizan nanoparticulas incorganicas NTIH4 a concentraciones por debajo de 0,430
mg/mb {0,053% en peso con respecto al peso total de la disolucién) se obtienen
particulas poliméricas de tamafios menores de 300 nm. Notese que las nanoparticulas
inorganicas NTI4 son precisamente las nanoparticulas de TiO; recublertas de 3i0;,
con lo cual, podemos confirmar que los nicleos nanométricos de SIO; son los
responsables de la reduccidon del tamafio de particula polimérica y, a su vez, de la
disminucion de los valores de indice de polidispersidad. Podemos concluir gue los

nucleos lixiviados son principalmente nucleos nanomeétricos de Si0;.

En la Fig. 6 se puede ver como disminuye el famano de las particulas poliméricas y los
valores de indice de polidispersidad vs la concentracion de nanoparticulas inorganicas
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NTi4 presentes en el medio de polimerizacion.

La Fig. 7 muestra imagenes de microscopia Optica de las particulas poliméricas
obtenidas utilizando las nanoparticulas inorganicas NTI4-F (A), NTI4-G (B) y NTi4-H
(C). Se observan particulas poliméricas altamente monodispersas en forma de

empaquetamiento compacto

Ademas, en la Fig. 7 se puede apreciar que la concentracidn dplima de nanoparticulas
inorganicas NTI4 es de 0,538 mg/mi (NTi4-G) resultando en un tamaio de particula
polimérica de 280 + 31nm; a partir de dicha concentracidén se puede cohservar un
exceso de nancoparticulas inorganicas de TiO,recubierto con SIO, que se quedan

depositadas sobre 13 superficia de las particulas poliméricas que forman.

Los nucleos de Si0O, provenientes del vidrio son materiales inorganicos hidrofilicos,
altamente porosos, con elevada superficie especifica y considerados superficies
fractales. Dichos nucleos de Si0O, presentan una alla afinidad por los polimeros
utilizados en esta sintesis; la fortaleza de las interacciones polimere-Si0; son mucho
rmayoraes gue las interaccionss polimero-polimers, polimero-disclvente v disclvente-
SiQ,, o cual reduce casi a cero la barrera energética de la nucleacidn debida a la
energia superficial, 1o que haria que las separaciones de fase se produzcan
unicamente sobre la superficie de estos nucleos primarios de Si0; provenientes del
vidrio. Por tanto, si dichos nucleos de Si0; se mantienen a una concentracidn
adecuada en el medio de reaccion, cuando las cadenas poliméricas alcanzan el
méximo peso molecular que se puede producir en disolucidn, la separacidn de fases
tiens lugar principalmente sobre los nucleos de SIO,, reduciendo asi drasticamente el
tamafo de particula, de esta forma el tamafio de particula polimérica obtenida es
mucho menor v las particulas poliméricas resultantes son alfamente monodispersas
(ver Fig. 1); Se reduce el tamafo de particula hasta 4 veces con respecto al tamano
de particula obtenido en polimerizacion-precipitacion en ausencia de nucleos de 3i0;
(ver Figuras 3, 4 y 8). Podemos concluir que, controlando {a concentracidn de nucleos
de Si0; en suspension, podemos modular el tamano de particula polimérica y obtener

poblaciones de particulas monodispersas.
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For otro lado, si se comparan os valores del indice de polidispersidad obtenidos en la
polimerizacidn-precipitacion en presencia y ausencia de nucleos de SiO,, se puede
concluir gue los valores dei indice de polidispersidad en presencia de nucleos de Si0;

son muy bajos.

Por otro lado la Fig. 8 muestra como cuando la polimerizacidn-precipitacion se lieva a
cabo en ofros disclventes o mezclas de elios el tamafo de particula cambia
dependiendo del tipo de disolvente/mezcia que se ulilice. i la reaccion de
polimerizacion se lleva a cabo en disolventes puros con un elevado valor del
parametro de solubilidad de Hansen para formar puente de hidrdgenc (5,) como son
los alcoholes las cadenas poliméricas del copolimere se mantienen solvatadas hasta
altos valores de conversion obileniéndose macrogeles amorfos, si la reaccidn de
polimerizacién se lleva a cabo en disolvenies puros con un elevado valor del
parametro de solubiiidad de Hansen para dar fuerzas dispersivas {8y como son
disolvenies apolares (iolueno, xileno etilbenceno, octano, heplano, hexano...eic) se
obtienen pariiculas no esféricas de 1500 nm de diameire formadas por
agregacion/coagulacion de particulas mas pequefias {ver Fig. 8), si la reaccion de
polimerizacion se lleva a cabo en disclventes puros con un elevado valor del
parametro de solubilidad de Hansen para dar interacciones polares (8,) (como
acetonitrilo, acrilonitriio, propionitrilo, benzoniirilo, bulironitrilo. . ety se obtienen
particulas de entre 250 vy 500nm, si la reaccidn de polimerizacion se Heva a cabo en
mezclas (p.e. acetonitrile/2-propanci/toluenc) de los tres tipos de disclventes en las
cuales se puede modular el valor de cada uno de los parametros de solubilidad de
Hansen preferentementie en mezclas acetonitrilo/Z-propanolitcluenc se pueden

obtener tamafios de particula entre 600nm y 2500 nm.

Para funcionalizar con Zn'™?, Ca'? o doxiciclina las particulas poliméricas obtenidas en
presencia de nucleos de SiI0,, se suspenden en disoluciones acucsas de ZnCh,
CaCl, y/o doxiciclina, se mantienen con agitacién el tiempo necesario para que se
produzea la funcionalizacion, el cual puede comprender desde unas pocas horas a
dias. tiempo necesario para alcanzar el equilibrio de adsorcidn). Luego se centrifugan
y se secan en estufa de vacic hasta pesada constante. A continuacion se muestran

+2

ejemplos concretos de particulas poliméricas funcionalizadas con Zn™ Ca* o
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doxiciclina.

Ejemplo 2: Particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina para prevenir

¢ tratar recidivas infecciosas después de intervenciones endoddnticas

Las particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina se pueden obtener
funcionalizando las particulas poliméricas obtenidas anteriormente con un antibidtico
de amplio espectro, efective fremle a baclerias encontradas habitualments en
conductos radiculares (doxicicling). Las particulas poliméricas funcionalizadas con
doxiciclina son capaces de liberar lentamenie el antibidtico durante mas de 28 dias y a

una dosis efectiva como se demuestra a continuacion:

Para funcionalizar con doxiciclina las particulas esféricas poliméricas con tamafo
menor de 300 nm obtenidas con anterioridad en presencia de nucleos de Si0O, se

siguié el siguiente protocolo:

Se sumergieron 30 mg de particulas poliméricas de tamafo menor de 300 nm en 18
mb de disolucion acuosa de doxiciclina hiclato (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania) a
una concentracion de 40 mg/mL, durante 4 horas, bajo agitacidon continua. Luego, las
suspensiones se centrifugaron, las particulas se separaron del sobrenadante v se

secarcon en estufa de vacio hasta pesada constante.

La cantidad de doxiciclina en la solucidn acuosa antes de la inmersion de particulas
poliméricas de tamafic menor de 300 nm y en el sobrenadants, después de la
incubacion de las particulas poliméricas en la disclucidon de doxiciclina se analizé por
cromatografia liquida de alta resclucion (HPLC) (Waters Alliance 2680, Waters
Corporation, Milford, MA, EE. UU)), técnica equipada con un detector UV-Vis. Se usd
una fase movil binaria formada por dos disclventes A y B en modo de elucidn
isocratica con una proporcion 80:20 (A:B). La fase movil A era una disolucion acuocsa
de KHPO, 50 mM vy la fase movil B 100% de acetonitrile. El flujo ulilizado fue de 1,0
mi/min y el tiempo de andlisis total fue de 10 min. El tiempo de retencion fue 4,85 min.
La conceniracion de doxiciclina se calculd en base a una curva estandar con niveles

conocidos de doxicicling, midiendo la absorbancia 2 273 nm.
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El perfil de liberacion de doxiciclina procedente de las particuias poliméricas
funcionalizadas con doxicicling se evalud despugs de la incubacién de particulas
poliméricas funcionalizadas con doxiciclinag a 37 °C en 1 mbL de solucidn salina
tamponada con tampdn fosfato (pH= 7.4). Tras el proceso de incubacién, se
recogieron alicuotas de 100 ub a intervalos de tiempo: 12 horas, 24 horas, 48 horas, 7
dias, 14 dias, 21 dias y 28 dias. Tras cada process de recoleccion de scbrenadante se
anadié tampdn fresco a las suspensiones de particulas poliméricas de tamafno menor
de 300 nm. Las alicuotas se almacenaron a -20 °C hasta el momento del analisis.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

La cantidad de doxicicling hallada en Ia disolucidn tras ia inmersion e incubacion de las
particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina fue de 3995 ug/mi (por mg de

NP), lo gue muestra una eficacia de carga de aproximadamente el 70 %.

En ia Fig.9A se muestran los valores de liberacidn de doxiciclina {en ug/mi) por cada
mg de particulas polimericas funcionalizadas con doxiciclina para cada intervalo de

tiempo estudiado (valores promedic y desviacién estandar).

A las 12 horas, la liberacidn de doxiciclina fue de 121 ug/ml {(por mg de particulas
poliméricas funcionalizadas con doxiciclina). Se observé un efecto de liberacion rapida
de doxicicling a dosis mas elevadas desde las 12 horas hasta la primera semana de

almacenamisnto.

Transcurridos 7 dias, la liberacion de antibictico fue mas lenta y superior a 20 ug/mi

(por mg de particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina).
Después de 14 dias, la liberacion de doxiciclina se mantuvo practicameants estable,
siendo de 8, 8 v 6 ug/mi (por mg de particulas poliméricas funcionalizadas con

doxicicling) a los 14, 21 y 28 dias, respectivamente.

La Fig.9B muestra la liberacion acumulada de doxiciclina durante 28 dias.
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Seqgun los datos, la doxicicling se libera de forma sostenida al menos durante 28 dias,
con un efecto de liberacidn rapida a las 24 h. Para cualquier punto de tiempo de los
estudiados, la dosis iiberada es muy superior a la considerada eficaz conira

Porphyromonas gingivalis (Pg).

La Tabla 6 muestra todos los dalos de liberacidon de doxicicling: liberacidn de
doxiciclina (pg/mb por mg de particulas poliméricas funcionalizadas con doxicicling) en
cada punio temporal, liberacion acumulada de doxiciclinag en cada espacio de tiempo
(ug/mb por mg de particulas poliméricas funcionalizadas con doxicicling) v ademas, la

liberacidn acumulada en %.

_ - Liberacion Liberacion
Liberacion
Tiempo acumulada acumulada
(g Dox/mbl)

(g DoximL) (%)
12 h 121,128 121,129 30
24 h 106,598 227,727 57
48 h 45 808 273,535 68
7d 21,0805 294 8155 74
14 d 89,1085 303,722 76
214d 8,185 311,807 78
284d 6,323 318,23 80

Tabla 6. Datos de liberacion de doxiciclinag por mg de particulas poliméricas

funcionalizadas con doxiciclina.

La susceptibilidad bacteriana media a la doxiciclina es de alrededor de 0,1 a 0,2 ug/ml
y la concentracion inhibitoria minima (MIC en inglés) a la que es susceptible Pg es de
6 ug/ml. La doxiciclina actia frente a Pg inhibiendo la sintesis de diversas proteinas
microbianas. La doxiciclina se une al ribosoma para evitar la sintesis de ARN ya que
gvita la adicion de mas aminodcidos al polipéptide. También la doxiciclina provoca una
inhibicion potente y duradera de las metaloproteasas de la matriz de dentina gue estan
relacionadas con los procesos de inflamacidn crénica v ios abscesos a nivel apical.

Por lo gue, la administracion a large plazo de una dosis subaniimicrobiana de
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doxicicling se puede considerar un tratamiento efectivo para inflamacidn periodontal y
periapical, incluso cuando no induzca efectos antimicrobianos sobre la microflora

subgingival.

Los niveles encontrados de liberacidn de doxiciclina pueden tener efecios
antibacterianos no solo para FPg sino también para ofras bacterias presentes en la
placa subgingival humana. La doxiciclina a una concentracion entre 0,5 v 1 ug/mb es
bactericida contra diferentes cepas de Pg vy a una concentracion de entre 0,1 vy 6,0
ug/mi es efectiva contra patdgenos periodontales putativos. Es importante sefalar
que las particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina evaluadas, son capaces

de liberar mas de 8,2 ug/ml incluso después de 28 dias.

Los datos expuestos aqui en cuanto liberacidn de doxiciclina demuesiran una
liberacién sostenida, y mucho mas efectiva que otros sistemas de liberacion testados
hasta el momento, como por gjemploe una formulacién de doxiciclina incorporada en
una mairiz de acetalo de celulosa estudiada por Tonetli [Tonetti MS, Lang NP,
Cortellini P, Suvan JE, Eickholz P, Fourmousis |, Topoll H, Vangsted T, Wallkamm B.
Effects of a single topical doxycydline administration adjunclive i{o mechanical
debridement in patients with persistent/recurrent periodontitis bul acceptable oral

hygiene during supportive periodontal therapy. J Clin Periodontol 2012;39(5):475-482].

En el frabajo de Kim et al. [Kim TS, Blrkdin T, Schacher B, Ratka-Kriiger P, Schaecken
MT, Renggli HH, Fiehn W, Eickholz P. Pharmacokingtic profile of a locally
administered doxycycline gel  in crevicular fluid, blood, and saliva. J Periodontol
2002;73(11):1285-12981] se describe la formacidn de un gel de doxiciclina
hicdegradable v una capacidad de liberacidon de 20 mg/ml de doxiciclina a los 15

minuios, que se redujo a 577 ug/mb después de 3 dias v a 16 ug/mb alos 12 dias.

En [Deasy PB, Collins AE, MacCarthy DJ, Russell RJ. Use of strips containing
tetracycline hydrochioride or metronidazole for the treatment of advanced periodontal
disease. J Pharm Pharmacol 1989:41(10):694-699] Se describe el uso de hidrocloruro
de tefraciclina junto con poli(écido hidroxibutirico) para dar lugar a una matriz

polimérica biodegradable, gue mosiré una liberacidn sostenida de poco mas a b dias,
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con un efecto de liberacion rapida a dosis alta muy marcado durante las primeras 24

horas.

En general, todos los materiales publicados previamente son capaces de liberar
doxicicling a mayores conceniracionas pero en periodos de tiempo muy cortos, o que
denota efectos de liberacidn rapida no conirolada en muy poco tiempo. Las particulas
polimeéricas funcionalizadas con doxiciclina (particulas poliméricas funcionalizadas con
doxiclina} son capaces de liberar lentamente el aniibidtico durante mas de 28 dias v a

una dosis efectiva.

A continuacion se describe el experimento realizado para demostrar que la eficacia
antibacteriana de particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina (particulas

poliméricas funcionalizadas con doxiciclina) frente a Pg en cultive planctdnico

Las bacterias Pg 33277 se obtuvieron de ATCC (Bethesda, MD). El microorganismo
anaertbico Fg se cullivd en un medio Tryptic Soy suplementado con extracie de
levadura (5 g/l), Hemin (5 mg/L), Menadiona (1 mg/L) en un recipients anaerthico
(80% N 10% CO; 10% H,) durante 72 horas. Las bacterias se recogieron por
cenfrifugacién v se resuspendieron en el mismo medio de crecimiento. El ndmero de
bacterias por mbL se datermind midiendo la densidad oplica a 800 nm vy ajustandola a

una suspensién bacteriana estandar de 1x10’ CFU/mI.

Las particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina asi como un control formado
por particulas poliméricas sin funcionalizar, se suspendieron en tampdn fosfato saline
a tres concentraciones distintas (10 mg/mil, 1 mg/mi v 0.1 mg/mi). Las suspensiones se
colocaron en tubos Eppendorf con cultivos bacterianos (1x107 CFU / ml por cada 0.45
mi de suspension) y se incubaron durante 3, 12, 24 y 48 horas a 37 °C. Al final de
cada periodo de incubacion, se evalud &l efecto sobre las bacterias como se describe
a continuacidn. Todos los experimentos se realizaron en condiciones de anaercbiosis
y la viabilidad de las células hacierianas se evalué determinando su capacidad para
fransformar una sal de tetrazolic (bromuro de 3- [45-dimetilliazol-2-il} -2,5-
difeniltetrazotlio) (MTT) en el colorante formazan (Sigma Chemical Co.). Las distintas

suspensiones bacterianas se colocaron en una microplaca de 96 pocillos. El reactivo
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de marcaje MTT se afadid a cada pocillo de cultive, v las placas se incubaron durante
4 h a 37 -C. Después de la incubacion, se afiadid un reactivo solubilizante
proporcionado por el fabricanie v luego se incubd de nuevo durante toda la noche a

temperatura ambiente.

Para evaluar e nimers de células bacterianas viables, se llevdé a cabo una
determinacion espectroscdpica del color purpura procedente del colorante formazan
producido a partir de MTT por las células bacterianas viables. Para elio se hicieron
lecturas a 580 nm usando un lector de ELISA (Spectrostar Nano, BMG Labtech, Cary,
NC, EE. UU)) [Banzi et al., 2014]. Como parametro de control se utilizé un cultivo de

bacterias incubado sin presencia de particulas solo en tampoén fosfato.

Todos los ensayos se realizaron por triplicado. Los dalos se expresaren como media &
desviacion estandar v se analizaron mediante analisis ANOVA vy el procedimiento de

Scheffe F para las comparaciones post hoc,

£n ia Fig. 10 se musestran los valores de supervivencia expresados como numero de
células de Fg viables fras la incubacion después de 3, 12, 24 y 48 h de exposicién a
particulas poliméricas funcionalizadas con doxicicling, particulas poliméricas  sin

funcionalizar y tampdn fosfato como control.

Las particuias poliméricas funcionalizadas con doxiciclina mostraron una reduccidn
bacteriana de entre 77,5 a 98,8 % en las diferentes conceniraciones y tiempos de
incubacion ensayados. A las 24 h, todas las concentraciones probadas de particulas
poliméricas funcionalizadas con doxiciclinag alcanzaron mas del 98 % de muerte
hacteriana. Después de 48 h de incubacion, estos valores se redujeron a 80,3 %, 94,8

% y 96,4 % {concentraciones de 0,1, 1y 10 mg/mi, respectivamente).

La veniaja de las particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina aqui descritas
es el efecto de larga duracion de liberacion del antibacteriano v 1a asociacién de dos
efectos beneficiosos: 1) efecto antibacieriano 2) inhibicion de las metaloproteasas. Es
una formulacion facil de aplicar v compatible con todos los materiales utilizados para e

Henado del canal de la raiz. Se espera que ia aplicacion de esta formulacion en &l
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canal radicular reduzcal/prevengalresuelva en gran medida las recidivas infecciosas v
la necesidad de intervenciones quirdrgicas secundarias postericres a las
intervenciones endoddnticas. Puestc que la bioccompatibilidad de las particulas
poliméricas funcionalizadas con doxiciclina es superior al 90 % con fibroblastos
humanos, estas particulas poliméricas funcionalizadas con doxiciclina pueden ser una
herramienta muy Gtil cuando se uiilizan técnicas de revascularizacidon endoddniica.
Una aplicacion adicional de estas particulas es la administracidn tdpica en la dentina.
Pueden cerrar los tubulos dentinarios, inhibir las metaloproteasas de la dentina y

restaurar las propiedades mecanicas de la interfaz dentinaria.

Ejemplo 3: Particulas poliméricas funcionalizadas con Zinc v con Calcio para el
tratamiento de Hipersensibilidad Dentinaria

Las particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Ca*? v Zn*? son susceptibles
de administracidn tdpica en la superficie de la dentina, 32 unen a las proteinas de la
mairiz dentinaria {colagenc) y facilitan su remineralizacidn a través de la liberacion
lenta de dichos iongs y de la atraccién de calcio y fosfato que contiensn los fluidos

biclogicos.

Las particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn™ se obtuvieron de
la siguiente forma: Se sumergieron 30 mg de particulas poliméricas a temperatura
ambiente, durante 3 dias bajo agitacidn continua en disoluciones acuosas de ZnCl; ¢
CaCl, con concentraciones de zinc ¢ calcio de 40 mg/l, & pH 8,5 con objeto de
alcanzar el equilibrio de adsorcion de los iones metdlicos. Luego, las suspensiones s
centrifugaron y las particulas se separaron del socbrenadants y se secaron en estufa de
vacio hasta pesada constante. Los valores alcanzados en la unién de iones fueron
0,96 + 0,04 pg Ca/mg particulas v 2,15 + 0,05 ug Zn/mg particulas. La capacidad de
liberacion de los iones calcic v zine se midid después de incubar las particulas
esféricas paliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn* en 5 mL de agua bidestilada a
37 °C. Tras este paso de incubacitn, se recogieron alicuctas de & mb en los siguientes
intervalos de tiempo: 24 h, 48 h, 7 dias, 21 dias v 28 dias. Tras cada recoleccidon de
sobrenadante, se afadieron 5 mbL de agua bidestilada fresca. Las alicuotas se

almacenaron a -20 °C hasta su analisis. Las concenifraciones de calcio y zinc se
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analizaron a través de un espectrometre (ICP-OES) (ICP-OES Optima 8300, Perkin-

Eimer, MA, EE. UU)). Todas las pruebas fueron realizadas por triplicado.

En fa Tabla 7 se muestran los resultados de liberacidn (promedio v desviacion
estandar) de los iones Ca®' y Zn®', expresados los valores como ug de ién liberado por
10 mg de particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn™ en cada

punto de tiempo.

La liberacidn de calcio vand de 0,858 a 1,007 ug durante la primera semana. Esta
liberacién de calcio se duplicd después de 21 dias, siendo alrededor de 2 uyg. Las
particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Zn™ mantuvieron una liberacion
sostenida de zinc que vario de 0,021 a 0,025 ug entre 12 horas y 21 dias. Se observé

un doble aumento en el dia 28, cuando se liberaron 0,044 ug.

Teniendo en cuenta la carga inicial de cationes por cada 10 mg de particulas
poliméricas funcionalizadas con Ca™ 98 = 04 upg Ca® y particulas poliméricas
funcionalizadas con Zn*% 21,5+ 0,5 L an*), se muesiran fambién en la Tabla 7 los
porcentajes de liberacion total de Ca® y Zn™ por cada 10 mg de particulas en cada

punto de tiempo

% Liberacion % Liberacion
Tiempo Ca* (ug) acumulada 7 (ug) acumulada
Ca* n*
12 h 1,006 (0,002) 10,5 0,025 (0,001 0.1
24 h 1,007 {0,000 21,6 0,025 (0,001 02
48 h 0,209 (0,003) 30,4 0,023 (0,002) g3
7d 0,856 (0,001 30,4 0,021 {0,001 0.4
21d 2,082 (0,05 61,0 0,024 {0,002} 0,5
28d 2,031 (0,02 82,2 0,044 (0,005} 0,8
% Liberacion % Liberacion
Tiempo Ca® (ug) acumulada Zn* (ug) acumulada
Ca** Zn
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12h 1,006 (0,002) 10,5 0,025 (0,001) 0.1
24 h 1,007 (C,001) 210 0,025 (0,001) 0,2
48 h 0,808 (0,003) 30,4 0,023 (0,002) 0.3
7d 0,856 (0,001) 39,4 0,021 (0,001 0.4
21d 2,082 (0,05) 81,0 0,024 (0,002} 0,5
28 d 2,031 (0,02) 82,2 0,044 (0,005) 0,8

Tabla 7: Valores medios y desviaciones estandar de los pg de iones Ca® y Zn™
liberados por cada 10 mg de pariiculas en funcidn del tiempo y % de liberacidn

acumulada de cada idn por cada 10 mg de particulas

Las particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn"? pueden ocluir los
tubulos dentinarios. Esta oclusion es capaz de reducir e dolor cuando existe
hipersensibilidad dentinaria. La capacidad de oclusidn de los thbulos se ha
demosirado mediante observacion direcia con microscopio electrénico de barrido vy

ensayos de permeabilidad a través de la dentina.

Para verificar la oclusidn de tubulos dentinarios se llevd a cabo el siguiente protocolo
de tratamiento. Se obtuvieron molares sanos con el consentimiento informado de los
donanies (de 18 a 25 afios de edad), segun un protocolo aprobade por Comité de
ensayos eélicos de la Institucién (405/CEIH/2017 ias muestras de dentina se
expusieron a una solucién de acido citrico (pH 3,8) durante 1 minuto para garantizar la
apertura inicial de los tubulos dentinarios v eliminar la capa de bariilo dentinario. Las
superficies de dentina se lavaron antes de la aplicacién de las particulas poliméricas
funcionalizadas y sin funcionalizar. Se aplicaron suspensionss en tampon fosfate de
particulas poliméricas sin  funcionalizar, las particulas esféricas poliméricas
funcionalizadas con Ca*™ y Zn' a una concentracion de 10 mg/mL) v una solucién de
tampon fosfato sin ningdn tipo de particulas que se denomina dentina sin tratar,
durante 30 segundos. Dichas muesiras se almacenan en fampdn fosfalo durante 24

horas y 7 dias.

Después, las muesiras s2 incorporaron a una disclucidn de glutaraldehido al 2,5% en

tampdn de cacodilate sédico 0,1 M durante 24 h. Las muestras se sometieron a
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secado supercritico (Leica EM CPD 300, Wien, Austria), se recubrieron con carbono
por medio de un sputter-coating Nanotech Polaron-SEMPREPRZ (Polaron Equipment
Lid., Watford, UK} vy se evaluaron mediante microscopia electrénica de barrido
FESEM (FESEM Gemini, Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

El porcentaje de oclusion tubular se defermind a partir de {as imagenes topograficas de
FESEM, definiendose los siguientes estados de los tubulos como estados posibles:

tubulos "abiertos” (A), "parciaimente llenos” (P}, ocluidos (O) vy “cublertos” (C).

El analisis de energia dispersa se realizd en puntos seleccionados ufilizando para ello
un sistema detector de R-X (EDX Inca 300, Oxford Instruments, Oxford, Reino Unido)
acoplado al FESEM.

Como se puede observar en ia Fig.11A, el 100 % de los tdbulos dentinarios estaban
abiertos en dentina no tratada, ras 7 dias de almacenamiento. A las 24 horas, el 100
% de los tibulos se mostraron ocluidos en dentina cervical tratada con particulas
polimeéricas sin funcionalizar. La mitad de estos tubulos permanecieron llenos despuss

de 7 dias de almacenamiento.

En la Fig.11B se puede observar como hay un 100% de tubulos cubiertos en
muestras de dentina tratadas con pariliculas esféricas poliméricas funcionalizadas con
Zn'? (tras 7 dias de aplicacidn). En el caso de particulas esféricas poliméricas
funcionalizadas con Ca™, al cabo de 7 dias algunos tabuios comenzaron a ser visibles,
parmaneciendc occupados una gran cantidad de ellos (85 %). La oclusidn de los
tubulos dentinarios se debid al depdsito vy crecimiento de estruciuras minerales
compuestas de calcio y fosfato, lo que se pusc de manifiesto con la deteccidn de Ca y

P, en e andlisis cualitative.

Enla Tabla 8 aparecen todos Ins datos del estado de los conductos tubuiares a las 24
horas del tratamientc de las superficies de dentina con las distintas formulaciones
empleadas, y tras 7 dias del fratamiento aplicado. Mientras los depésitos minerales
generados tras la aplicacidén de las particulas parecen no desaparecer en el tiempo,

los fosfosilicatos de sodio vy caicio que forman apatitas carbonatadas, utilizados en el

40



10

15

20

ES 2721 675 B2

ofros fratamientos de la hipersensibilidad de la denting muestran altas tasas de
solubilidad . Asimismo, los diferentes oxalatos de calcio, potasio o férrico también
usado para tratar la hipersensibilidad de la deniling, muesiran altas tasas de

eliminacion o disclucion por accidn de ia saliva.

Otro de los tratamientos, recientemente propuestos, para la hipersensibilidad
dentinaria es la aplicacidén de particulas de nanchidroxiapatita, porque producen cierre
de los tubulos, no obstante se ha demosirado gque esios tapones se disuelven y

comprometen la eficacia del tratamiento a large plazo.

24 h 7d

O P F C Total | G p F C Total
Sin iratar 90 110 10 0 100 80 20 |0 0 100
Particula 0 O 100 | O 100 10 20 |50 |20 100
polimérica
Particula 40 {10 120 3¢ | 100 0 0 0 100 | 100
polimérica
funcionalizada
con Zn*?
Particula 0 ¢ ¢ 100 | 100 0 5 95 |0 100
polimérica
funcionalizada
con Ca™

Tabla 8. Porcentaje de tubulos ocluidos en funcidn de las particulas esféricas
poliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn"Abreviaturas: Sin tratar: dentina sin tratar,

A abierto, P: parciaimente lleno, O ociuido, C: cubierto.

Para evaluar la permeabilidad de la dentina se obtuvieron diferentes dientes sanos
uniradiculares con el consentimiento informado de los donantes {de 18 a 25 afios de
edad), sequn un protocolo aprobado por Comité de ensayos éticos de la Institucion
(405/CEIH/2017). Se eliminaron & mm a cada raiz, por debajo de la unién cemento-

esmalte, con la ayuda de una hoja de diamanie montada en microlome de baja
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velocidad {Accutom-50 Struers, Copenhague, Dinamarca). Se insertd un sistema de
filfracion de fluidos en la cdmara pulpar, para medir ef volumen de fluidos gue puede
pasar través de la dentina. Se prepard una cavidad cervical en forma de V con un
ancho mesial-distal de 5 mm vy una altura occlusccervical de 3 mm y una profundidad de
2 mm con una fresa de carburo 801-014. Se realizé un grabado acido (32 % de acide
fosférico) para eliminar la capa de barrilio y asegurar la permeabilidad dentinaria. Se
aplicaron durante 30 segundos suspensiones en fampdn fosfato de particulas
poliméricas sin funcionalizar, particulas poliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn™, a
una concentracion de 10 mg/mlb o solo una disolucion de tampédn {para ¢l ensayo de la
dentina no tratada). Tras el tratamiento, las muestras se almacenaron 24 hy 7 dias. El
flujo de fiuido dentinal (DFF) a través de la dentina cervical se midié tras los dos
periodos de almacenamiento. Se registraron 5 lecturas de volumen de fluido cada 3
min durante 15 min y se calculd el promedio. Se evalué la tasa de flujo de fluido
dentinal DFF después de la aplicacion de los distintos tratamientos, con respecio a la
tasa de flujo inicial [% de reduccién en la tasa de flujo = 100 x (DFFicar DFF st
watamiento) / DFFiical . Bl andlisis estadistico se realizd con prusbas de comparacionas
multiples ANOVA y Student Newman Keuls. Se establecio un valor P < 0,05 para

obtener significacion.

En la Fig. 12 se puede observar &l % de disminucidn de flujo de fluido dentinal DFF en

cada muestra.

A las 24 h, la dentina cervical tratada tanto con particulas poliméricas sin funcionalizar
come con particulas poliméricas funcionalizadas con Ca™ obtuvo la mayor reduccién
de flujo de fluido dentinal DFF.

A los 7 dias del tratamienio, la dentina tratada tanto con particulas esféricas
poliméricas funcionalizadas con Ca™ v Zn'™ alcanzd la mayor reduccion de flujo de
fluido dentinal DFF.

Las muestras tratadas con particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Zn™?
mostraron una reduccion de flujo de fluido dentinal DFF superior &l 80% después de 7

dias de almacenamients, v la dentina tralada con particulas esféricas poliméricas
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funcionalizadas con Ca™ no modificé los valores de flujo de fluido dentinal DFF

durante los periodos de estudio.

Una reduccidn en el indice de flujo refleja inequivocamente el efecto de la oclusion de

los tibulos dentinarios y la desaparicién del dolor en ios pacientes.

La presencia del 30% de los tubulos dentinarios ablertos o parcialments llenos (Tabla
2) muesiran una capacidad de oclusidn reducida y un efecic remineralizante lemporal
de las pariiculas poliméricas sin funcionalizar. Ademas, la baja reduccion del flujo de
fluido (Fig. 12) a los 7 dias descarté ol uso de particulas poliméricas sin funcionalizar

para tratar la hipersensibilidad de la dentina.

Por el contrario, cuando la dentina se tratd con particulas poliméricas funcionalizadas
con Ca™ y Zn™ la reduccién del flujo de fluido dentinal DFF a los 7 dias de
almacenamiento alcanzé valores similares, cercanos al 80 % (Fig. 2). Esie efecto
sustancial sobre la reduccion en el indice de flujo de fluido dentinal se asocia a la
cclusion de los tubulos dentinarics, gracias a la generacion de depésitos de sales de
fosfato de calcio, como quedd confirmado tras los andlisis con FESEM y EDX Por lo
tanto, particulas poliméricas funcionalizadas con Ca™ y Zn' han demostrado una gran
capacidad para la oclusion de los tGbulos dentinarios v deben considerarse como un
tratamiento viable para ia hipersensibilidad de la dentinag, va que son capaces de ocluir

los tabuios dentinarios al inducir la precipitacion de fosfato de calcio.

Para evaluar ia Nanodureza (Hi) v el mddulo de slasticidad de Young se obtuvieron
dientes sanos con el consentimients informado de los donantes {de 18 a 25 ahos de
edad), segun un protocolo aprobade por el Comité de ensayos élicos de la Institucion
(405/CEIH/2017). Se obtuvieron dos bloques de dentina de las superficies bucales de
cada raiz, justo debajo de la union cemento-dantinal, mediante corte con una hoja de
diamante moniada en microtomo (Accutom-50 Struers, Copenhague, Dinamarca) bajo
irrigacidon abundante con agua. Las superficies se pulieron mediante el uso de discos
abrasivos de SiC desde 800 hasta 4000 grits (lamanio de grano) seguido de etapas de
pulido final realizadas con pasias de diamante, desde 1 ym hasta 0,25 ym (Struers

LaboPol-4; Struers GmbH, Hannover, Alemania).
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Todas las muestras fueron observadas mediante AFM para evaluar la existencia de

oclusion tubular y aguellas con tabulos ocluidos fueron excluidas del estudio.

Las muestras de dentina se frataron con una solucion de acido citrico (pH 3,8) durante
1 minuto para garantizar la apertura de los tubulos dentinarios y eliminar la capa de
barrillo dentinario. Las superficies de dentina se lavaron antes de la aplicacién de las
muesiras/suspensiones. Se aplicaron durante 30 segundos suspensiones en PES de
particulas poliméricas sin funcionalizar, particulas poliméricas funcionalizadas con
Ca* y Zn*? a una concentracion de 10 mg/mL o solo una disolucion de tampén para el

estudic de dentina no tratada.

Los dientes tratados se almacenaron en tampdn fosfato a 37 °C durante 24 horas y 7

dias.

Para la nanocindentacion cuasi-estatica con el indentador de diamante Berkovich, se
realizaron 10 indentaciones con un pico de carga de 4000 uN y una funcion de tiempo
de 10 s en cada muesira de dentina en las zonas PD e 1D a las 24 horas y 7 dias de
almacenamiento. A partir de esla prueba, se obtuvieron los valores de nanodureza (Hi)
y moédule de elasticidad de Young (Ei) de las muestras. El indentador presiono
progresivaments (a una velocidad constante) la muestra hasta una carga maxima de
4000 uN {valor de carga del experimenio) vy, posieriormente, la carga se liberd
progresivamente hasta el valor cero {valor de descarga del experimento). A partir de la
pendiente de esias curvas de Carga vs. Profundidad, se obtuvieron los valores de
nancindentacion mediante {a aplicacidon del métedo Cliver-Pharr, que se basa en un
rodelo de contacto elastico continuo, isolrdpico v homogéneo. Los datos se evaluaron
mediante ANOVA y Student-Newman-Keuls, prefijando un valor p <0,05 para alcanzar

significacion estadistica.

Los resuliados de este estudio mostraron que la nanodureza (Hi) v ef mddulo de
glasticidad de Young (El) de la superficie de la dentina cervical, obtenidos tras la
aplicacion de particulas esféricas poliméricas funcionalizadas con Zn'?, aumentaron

significativamente después del almacenamiento durante 7 dias, en comparacion con
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ruestras tratadas duranie 24 h. Ademas, la dentina tratada con particulas poliméricas
funcionalizadas con Zn™ alcanzéd los valores mas altos de Hi y Ei de todas las

muestras estudiadas, después de 7 dias de almacenamiento (Fig. 13).

El aumento de la nanodureza (Hi) v del moédulo de elasticidad de Young (Ei) en la
superficie de la dentina se debe a un efecto reminerglizante relacionado con la
aparicion de precipitados minerales, fundamentaimente de Ca, P y Zn, denfro de la
mairiz organica desmineralizada, en el compartimiento intrafibrilar. De hecho, los
rinerales extrafibrilares actian como un material granular que puede soportar la
carga, pero es la mineralizacidén intrafibrilar el factor clave para garantizar que las
fibrillas de colageno tengan el mismo alto médulo de elasticidad v dureza que en la
dentina natural biomineralizada. La remineralizacidén funcional es el resultado de un
proceso que produce ia recuperacion de ias propiedades fisicas y quimicas perdidas
en la dentina debido al desgaste vy la erosion que los alimentos y masticacidn
provocan. El punto mas importante es gue con las particulas poliméricas
funcionalizadas con Zn'® no sélo ocluimos los tabulos dentinarios eliminade ! dolor,
sino que el aumento en las propiedades mecanicas de la dentina que genera &l zing,
rmuy probablemente provocara ef cese o al menos enlentecimiento del desgaste
dentinario, frenando el progreso de esta enfermedad. Las particulas poliméricas
funcionalizadas con Zn™ son también inhibidoras de las metaloproteasas que estan
claramente implicadas en el rapido avance de esia palclogia, por provocar
degradacidn e hidrélisis quimica de la dentina erosionada. Por o que tendremos un

iriple efecto beneficioso.
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REINVINDICACIONES

1. Un procedimiento de obtencidn de unas particulas poliméricas que

]

comprenden un copolimero con topologia estadistica v una esfructura guimica
{(mondmero acido seleccionado entre acrilico o metacrilico)-co-(entrecruzador
seleccionade  enfre  acriiico o metacrilico)-co-{mondmere  hidroxilado
seleccionado entre acrilico o metacrilico)

tienen dimensiones de particula menores de 1000 nm

estan funcionalizadas con un catién divalente seleccionade de entre Zn*?, Ca™,

Mgy Sr'%, un agente antibacteriano y/o cualquiera de sus combinaciones,

caracterizado por ser una polimerizacién-precipitacidn que comprende las siguientes

agfapas

a) preparar una disolucién que comprende:

un mondmero acido seleccionade entre acrilico ¢ metacrilico en una proporcion
de enire 0,05 % y 10 % en peso con respecto al peso total de ia disclucion

un entrecruzador seleccionado entre acrilico o metacrilico en una proporcion de
entre 0,05 % y 10 % en peso con respecio al peso total de la disclucion

un mondmero hidroxilado seleccionado entre acrilice o metacrilico en una
proporcion de entre 0,05 % vy 10 % con respecto al peso total de la disolucidn
un disclvente que comprende al menos acetonitrile acrilonitrilo, propionitrilo,
benzonitrito, butironitrilo, melil etil celona {(butanona), acetalc de etilo, 1,2-
dimetoxistano o una combinacion de los mismos, en una proporcién de entre
80 % y 98,8 % en peso con respecto al peso total de ia disolucion

un iniciador en una proporcion de entre 0,01 % v 2 % en peso con respecto al
peso total de la disolucidn

particulas con superficie fractal en una proporcidén de entre el 0,008 % vy el 2 %

en peso con respecto al peso total de la disclucion

b} eliminar el oxigeno presente en la disolucion obienida en la etapa (a);

¢} calentar la disolucidén obtenida en (b) a una temperatura de entre 30 °C vy ¢l punto de

ebullicion del disolvente utilizado en la etapa (a);

d} aistar las particulas poliméricas obtenidas en la etapa (¢}, lavar y secar;

e) funcionalizar las particulas poliméricas obtenidas en la stapa (d) mediante su

incubacion en  una disolucién acucsa que comprende Zn*?, Ca™ Mg™ S y/o un
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agente antibacteriano para obtener una suspensién, donde el porcentaje en peso de
las particulas poliméricas en la suspensidnes deentre 0,01 % vy 30 %, v

) aislar las particulas poliméricas funcionalizadas en la etapa (e) y secar.

2. & procedimiento segun [a reivindicacion 1, donde las particulas poliméricas tienen

dimensiones de particula menores de 300 nm.

3. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 ¢ 2, donde las

particulas poliméricas son esféricas.

4. El procedimiento segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el
mondmero acido de la etapa (@) se selecciona de entre acido metacrilico (MA), acido
acrilicoe {AA}, 2-Carboxietil acrilato, mone-2-(metacriloiloxijetil maleato, Oligdmeros de
2-Carboxietil acrilato, Acido 2-bromoacrilico, Acido 2-Bromometilacrilico, Acido 2-

Etilacrilico, Acido 2-Propilacrilico v Acido 2-Triffuorometil acrilico.

5. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde el
entrecruzador de la etapa (8) se selecciona de entre Etilenglicol dimetacrilate (EDMA),
3-(acriloiioxi)-2-hidroxipropil metacrilato, Bis[2-(metacriloiloxi)etil] fosfato, Bisfenol A
propoxitato diacrilato de de, 1,3-Buiancdiol diacrilato, 1,4-Butanodiol diacrilato, 1,3-
Butanodiol dimetacrilato, Diltrimetilpropane)  tetracrilate, Diuretano  dimetacrilato,
Giicerol  1,3-diglicerolato  diacrilato, Glicerol dimetacriiato, Glicerol  propoxilato
(1PO/OH) triacrilato, 1,6-Hexanodiol diacrilato, Neopentil glicol digcrilato, Pentaeritritol
diacrilato monostearaio, Pentaeritritol tetra-acrilato v Trimetilolpropano propoxilato

friacrilato.

8. El procedimiento segun cuaiguiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el
mondmero hidroxilado de la etapa (a) se selecciona de entre 2-hidroxiatil metacrilato
(HEMA), 2-hidroxietll acrilato (HEA), hidroxipropil acrilato, hidroxipropil metacrilato, 4-

hidroxibutil acrilato, hidroxibutil metacrilato y 2-Hidroxi-3-fenoxipropil acrilato.

7. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde el disolvents

de ia etapa (a) es puro y se selecciona de entre acetonitrile acrilonitrilo, propicnitrilo,
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benzonitrilo, butironitrilo, metil stil cetona, acetaito de efilo, 1,2-dimeloxietano y una

combinacion de los mismos.

8. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicacionses 1 a 7, donde &l iniciador
de la etapa {a) se selecciona de entre 2,2-Azobis(2-
metilpropionitrilo)(AIBN), 1, 1'Azobis{ciclohexanocarbonitrilo)(ACHN), 2,2"-Dihidrocloruro
de 2.2-Azobis {(2-metilpropionamidina) (AAPH), 4,4-Azobis{écido 4-cianovalérico)
(ACVA), tert-Butil hydroperoxido, hydroperoxido de Cumeno, 2,5-Di{tert-butilperoxido)-

2,5-dimetil-3-hexiine, Dicumil peroxido y 2,5-Bis(tert-butilperoxido)-2,5-dimetithexano.

8. El procedimiento segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 8, donde las
particulas con superficie fractal de la etapa (a) son nucleos de Si0; o ALG; con un

tamafno de particula de entre 1 nm y 400 nm.

10. El procedimiento segun la reivindicacidon 8, donde el tamano de particula de los

nucleos de SiC, ¢ AlLO, es de entre 1 nm y 50 nm.

11. El procedimiento segun cualguiera de las reivindicaciones 1 a 10, donde el agente
antibacteriane de la etapa (&) se selecciona la lista que comprende tletraciclina,
oxitetracicling, doxiciclina hiclato, hidrocloruro de doxicicling, hidrociorure de 4-
epiclorotetracicling, neomicing, gentamicing, tobramicina, macrdlidos, penicilinas,
vancomicina cefalosporinas v antisépticos no téxicos de uso oral como el digluconato

de clorhexidina o &l acetato de clorhexidina.

12. Unas particulas poliméricas obtenidas mediante el procedimiento descrito segun
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, donde dichas particulas
e comprenden un copolimero con topologia estadistica v una estructura quimica
{(mondmerc acido seleccionado de entre  acrilico o  metacrilico)-co-
(entrecruzador seleccionado de enire acrilico o metacrilico)-co-(mondmero
hidroxilado seleccionado de entre acrilico o metacrilico)
s tienen dimensiones de particula menores de 1000 nm
s estan funcionalizadas con un catién divalente seleccionado de entre Zn™?, Ca”,

Mg* vy Sr™ un agente antibacterianc y/o cualquiera de sus combinaciones.
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13. Las particulas segun la reivindicacion 12, donde las dimensionas de particuia son

manores de 300 nm.

14. Composicidn que comprende las particulas segun cualquiera de las

reivindicaciones 12 6 13.

15. Composicion farmacéuticamente aceptable, segun cualquiera de las

reivindicaciones 12 6 13,

16. Uso de las particulas segun la reivindicacién 12, para la fabricacion de un

meadicamento.

17. Uso segun la reivindicacidn 16, para la fabricacion de un medicamento para la
remineralizacidén de la denting, donde las particulas estan funcionalizadas con &l

menos un catidn divalente seleccionado de entre Zn™, Ca* Mg™ y Sr'2.

18. Uso segun la reivindicacion 16, para la fabricacion de un medicamento para el
tratamiento y/o prevencién de infecciones bacterianas de la dentina radicular, donde

las particulas estan funcionalizadas con al menos un agente antibacterianc.

19. Uso segun la reivindicacidén 16, para ia fabricacion de un medicamento para la
remineralizacién de la dentina y para el tratamiento y/o prevencidn de infecciones
bacterianas de la dentina radicular, donde las particulas estan funcionalizadas con al
menos un catién divalente seleccionado de entre Zn™, Ca™ Mg™ y S y con al

menos un agente antibacterianc.

20. Uso segun la reivindicacion 18, para la fabricacion de un medicamenio para el

tratamiento y/o prevencidn de ia hipersensibilidad de ia dentina.

21. Uso segun la reivindicacién 186, para la fabricacidn de un medicamento para el
fratamiento  y/o prevencidn de recidivas infecciosas fras una intervencion de

endodoncia.
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FIG. 8 cont.
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