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Resumen. - Las peliculas de complejos de polielectrolitos pueden ser un vehiculo para liberacion
controlada de farmacos en la cavidad oral, buscando la interaccion de la pelicula con el epitelio de
la mucosa bucal, dado que con el fenébmeno de bioadhesidn se logra la retencion del sistema en el
sitio deseado para la liberacion. En el presente trabajo se desarrollé un sistema de liberacion usando
polimeros polielectrolitos de carga opuesta que forman peliculas por complejacién iénica. Las
peliculas fueron cargadas con diacetato de clorhexidina para el tratamiento de infecciones bucales.
Se empled el método evaporacion de solvente para la preparacion de las peliculas, conteniendo goma
arabiga y quitosano (1:1) y Noveon AA-1® 2% (p/v), este ultimo se incluyd por sus propiedades
mucoadhesivas. Se prepararon peliculas con las mismas proporciones de polimeros, pero agregando
diacetato de clorhexidina disuelto en etanol 2% w/v, previo a la evaporacion del disolvente para la
formacion de las peliculas. Los estudios de hinchamiento muestran que las peliculas se hinchan en
soluciones que simulan las condiciones de pH bucal. Las peliculas cargadas con el farmaco liberan
in vitro, mas del 90 % del farmaco en 24 horas. Las pruebas microbiolégicas mostraron que las
peliculas cargadas con diacetato de clorhexidina inhiben el crecimiento E. coli y P. aeruginosa, en
las pruebas de sensibilidad estandarizadas. Las peliculas estudiadas muestran caracteristicas
adecuadas para la liberacion de diacetato de clorhexidina, demostrando la inhibicion del crecimiento
de microrganismos patdgenos por lo que tiene potencial para utilizarse en el tratamiento de pacientes
con infecciones bucales tales como gingivitis y enfermedad periodontal.

Palabras clave: Peliculas polielectroliticas; Mucoadhesion; Diacetato clorhexidina.
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Abstract. - Polyelectrolyte complexe’s films can be a vehicle for the controlled release of drugs in the
oral cavity, seeking the interaction of the film with the epithelium of the buccal mucosa. The
bioadhesion phenomenon is the retention of the system at the desired site to achieve liberation. In the
present work, a release system was developed using polyelectrolyte polymers of opposite charge that
form films by ionic complexation. The films were loaded with chlorhexidine diacetate for the treatment
of oral infections. The solvent evaporation method was used for the preparation of films, containing
arabic gum and chitosan (1: 1) and Noveon AA-1® 2% (w/v), which was included for its mucoadhesive
properties. The films were prepared with the same proportions of polymers but adding chlorhexidine
diacetate dissolved in ethanol 2% (w/v), before the evaporation of the solvent for the formation of the
films. Swelling studies shows that films swell in solutions that simulate oral pH conditions. The films
loaded with the drug release in vitro more than 90% of the drug in 24 hours. Microbiological tests
showed that films loaded with chlorhexidine diacetate inhibit the growth of E. coli and P. aeruginosa
in standardized sensitivity tests. The films studied show suitable characteristics for the release of
chlorhexidine diacetate, demonstrating the inhibition of the growth of pathogenic microorganisms, so
they have potential to be used in the treatment of patients with oral infections such as gingivitis and
periodontal disease.

Keywords: Polyelectrolyte films; Mucoadhesion; Chlorhexidine diacetate.

1. Introduccion
utilizando  polimeros  bioadhesivos

Dentro de las ultimas décadas se ha como excipientes con y liberando un
puesto en atencion la ruta bucal farmaco de interés [3]-[8].
transmucosa como  una  nueva
alternativa para la administracion de Longer y Robisson definen como
farmacos. La ruta bucal ofrece diversas bioadhesién/mucoadhesién como la
ventajas como: su alta aceptacion por el propiedad de una macromolécula
paciente, alta vascularizacion y poca natural o sintética de adherirse a la
actividad enzimética, asi como evitar el superficie mucosa o epitelial [9]. Los
efecto de primer paso y mejorar la polimeros mucoadhesivos pueden ser
biodisponibilidad del farmaco [1]. naturales como el quitosano (QT) y
goma aradbiga (GA) o sintéticos como el
El propdsito de esta ruta es mantener poli&cido acrilico o sus derivados [10].
una liberacion bucal 6ptima por lo que Sin embargo, los polimeros naturales
requiere que los dispositivos contengan han captado la atencion en el uso de
propiedades bioadhesivas para prologar sistemas de liberacion debido a sus
la unién con la mucosa oral. Para este ventajas como las econémicas, no
objetivo se han empleado polimeros toxicos, potencialmente compatibles y
bioadhesivos y estos deben exhibir una degradacion bajo condiciones
buena adhesién hacia la mucosa y buena fisioldgicas [11].
flexibilidad en sus cadenas poliméricas
[2]. Dentro de esta ruta bucal se ha El quitosano es un producto de la
ideado diferentes formas farmacéuticas quitina, un polisacarido natural, es
como: tabletas, peliculas, cremas, mayormente  encontrado en el
soluciones viscosas, sprays, exoesqueleto de los crustaceos, insectos
microsuspenciones y nanosupensiones, y hongos. Es un polisacarido compuesto
11
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de glucosamina y N-acetil glucosamina.
Las unidades de la cadena biopolimérica
dependen del método de preparacion via
entrecruzamiento aleatorio N (1- 4) o
distribuidos en bloques a través de la
derivatizacion de quitina a quitosano.
Este ultimo es de sumo interés ya que es
biocompatible, no toxico y
mucoadhesivo [12], [13].

La goma arabiga (GA) estd compuesta
por polisacaridos como cadena principal
contiene galactano y esta ligeramente
ramificada con galactosa y arabinosa
[14]. GA es un polielectrélito débil
debido a los grupos carboxilicos que son
responsables de la carga negativa a
valores de pH arriba de 2.216. GA es
ampliamente usada en distintas
aplicaciones debido a su alta solubilidad

y  baja  viscosidad a  altas
concentraciones, posee buenas
propiedades emulsificantes y

microencapsulantes [15].

La mezcla de cargas opuestas de
policationes y polianiones en solucién
resulta en la formacion de complejos
polielectrélitos por interaccion ionica
[16]. Esto tiene ventajas sobre el método
normal de polimerizacion ya que se
puede evitar el uso de agentes
reticulantes que se tratan de eliminar
con solventes y esto puede ser evitado
usando preparando complejos
polielectroliticos [17].

Las enfermedades periodontales son un
grupo de condiciones infecciosas e
inflamatorias incluyendo la gingivitis
que afecta la estructura de soporte de los
dientes. Estas enfermedades ocurren
cuando la bacteria de la placa dental
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invade el tejido circundante y existe una
acumulacion de placa en el margen
gingival induciendo a una respuesta
inflamatoria. El resultado es una
formacion de bolsas entre la gingiva y el
diente que hace el ambiente perfecto
para que se desarrolle el crecimiento de
una bacteria responsable de la
enfermedad [18]. Uno de los
tratamientos para esta enfermedad
periodontal es el uso de clorhexidina en
solucion ya que es un agente
antimicrobiano de amplio espectro y es
también ampliamente usado dentro de
los tratamientos dentales contra la
formacion de placa y enfermedad en la
cavidad givigival [19].

Se propone como objetivo de este
trabajo crear peliculas mucoadhesivas
con los polielectrdlitos de quitosano
(QT) y goma arabiga (GA), incluyendo
policarbofil Noveon AA-1, cargados
con diacetato de clorhexidina (Clx), ya
que este tipo de formulacion puede
retenerse en la mucosa oral ayudando a
prolongar la terapia medicamentosa
hacia el paciente con la enfermedad
periodontal.

2. Metodologia
2.1 Materiales

Los quimicos utilizados fueron:
quitosano (bajo peso molecular), goma
arabiga, policarbofil Noveon AA-1
(PC), acido acético, etanol, diacetato de
clorhexidina al 99% de pureza y fosfato
monobasico de potasio, se emplearon
con grado reactivo y obtenidos de Sigma
Aldrich.
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2.2 Preparacion de peliculas
diacetato de clorhexidina

con

La preparacion de las peliculas se llevd
a cabo por el método de evaporacion de
disolvente, para este proyecto se
utilizaron polimeros bioadhesivos que
fueron dispersados en diferentes
disolventes  dependiendo de  sus
propiedades. Se prepard peliculas que
contenia la siguiente proporcion de
goma arabiga y quitosano (1:1), estos
polimeros se disolvieron en agua y acido
acetico glacial al 1% (p/v)
respectivamente,  seguidamente  se
disolvio el diacetato de clorhexidina en
etanol 2% (p/v) en el volumen final de
la preparacién. Posteriormente la
preparacion se homogenizo6 a 5000 rpm
por 10 minutos, a continuacion, se vacia
en moldes de vidrio y se deja secar por
48 horas a 40 °C. Una vez seca la mezcla
se corta en cuadros de 1 cm?.

2.3 Caracterizacion de
polielectroliticas

peliculas

2.3.1 Prueba de grado de hinchamiento
de peliculas

Los estudios de grado de hinchamiento
se efectuaron de la siguiente manera: Se
peso las peliculas secas individualmente
en la balanza analitica (Pioneer Ohaus
modelo PX224) y se colocaron en 50
mL de diferentes soluciones buffer (pH
2 al 9) se mantuvo la temperatura a 37 +
0.1 °C. Después de 24 horas se pesaron
de removiendo el exceso de solucion. Se
calculd el grado de hinchamiento por
diferencia de pesos con la siguiente
ecuacion:

Q= (W1-Wo)Wo (1)
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Donde:

Wo: Peso seco de la pelicula
Wi: Peso de la pelicula 24 horas
sumergido en la solucion.

2.3.2 [Espectroscopia de
(FTIR-ATR)

Infrarrojo

Se registraron los espectros de
reflectancia total atenuada infrarroja de
la transformada de Fourier de los
componentes individuales de la pelicula
y el farmaco comparandose con la
pelicula cargada con farmaco, utilizando
un espectrometro Thermo Scientific
modelo Nicolet iS5 con 16 escaneos,
tomadas en el rango de 4000-550 cm-1.

2.4 Liberacion de farmaco

La cinética de liberacion del farmaco se
evaludé colocando las peliculas en 100
mL de buffer de fosfatos pH 6.8 en un
bafio con temperatura y oscilacion
(VWR® modelo 1217) a 50 rpm de
oscilacion a 37 °C se colectaron
muestras a diferentes tiempos de
muestreo (0.25, 0.50, 0.75, 1, 2, 4, 8, 12
y 24 horas), reponiendo el volumen de
medio retirado. Las muestras se
analizaron por espectrofotometria UV-
Vis a 254 nm. Este procedimiento se
realizé por triplicado.

2.5 Pruebas antimicrobianas

Se utiliz6 la Guia estandarizada para
levaduras [20].

Las peliculas con farmaco se colocan en
la superficie de una placa de agar
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Sabouraud-dextrosa con azul de

metileno y un indculo de:

e Candida albicans ATCC 90028

e Staphylococcus aureus ATCC
25923

con concentracion equivalente al
estandar de turbidez McFarland 0.5. Las
placas se incuban a 35 + 2 °C durante 24
horas. Se mide el diametro del halo de
inhibicion a las 24 horas. Las zonas de
inhibicion se interpretan de acuerdo a la
concentracion minima inhibitoria (CMI)
de las tablas que se encuentran en la guia
M44-A3.

Guia estandarizada para bacterias
aerobias [21]

Las peliculas con farmaco se colocan en
la superficie de una placa de una placa
de agar Mueller Hinton inoculada con
una suspension bacteriana de las cepas
de referencias:

 Escherichia coli ATCC 25922

 Enterococcus faecalis ATCC 29212

« Pseudomonas aeruginosa ATCC
29853

Con concentracion equivalente al
estandar de turbidez McFarland 0.5. Las
placas se incuban a 35 + 2 °C durante 16
a 18 horas. Se mide el diametro del halo
de inhibicién después de la incubacion
de 24 horas. Las zonas de inhibicion se
interpretan de acuerdo a la
concentracion minima inhibitoria (CMI)
de las tablas que se encuentran en las
tablas de la misma guia.
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2.6 Prueba de bioadhesion

El experimento de bioadhesion se llevd
a cabo usando el texturometro CT3
Brookfield Texture Analyzer
(Middleboro, MA, USA) con una celda
de carga de 250 N con el anillo de
mucoadhesion, usando mucosa
intestinal de conejo fresca como la
mucosa de prueba [10]. El pH de la
solucion fue equilibrado a 37 £ 0.1 °C
utilizando buffer de fosfatos pH 6.8. Las
peliculas fueron adheridos a la sonda de
prueba wusando cinta doble cara
adhesiva, antes que la pelicula hiciera
contacto con el tejido se dejo 30
segundos como tiempo de contacto a 1
N y la sonda baja hacia la mucosa a una
velocidad de 1 mm/s™ [22].

Los experimentos fueron repetidos por
triplicado midiendo la fuerza de
desprendimiento de las peliculas
mucoadhesivos Yy el trabajo de adhesion.
Se utilizaron tabletas de HPMC KM4 de
200 mg, siguiendo el mismo protocolo
de las peliculas, como sistema
mucoadhesivo con fines de
comparacion.

Resultados y Discusiones

3.1 Preparacion de las peliculas con
diacetato de clorhexidina

La Figura 1 muestra una pelicula de
complejos polielectrélitos con una
apariencia uniforme, semitransparentes
de color ligeramente d&mbar. Una vez
terminado el tiempo de secado en el
horno las peliculas obtenidas se
recortaron en cuadros de 1 cm? para su
préximo analisis.

ISSN: 2594-1925

ANV



Revista de Ciencias Tecnolégicas (RECIT). Volumen 3 (1): 10-22.

Figura 1. Peliculas de GA-QT-PC con diacetato de clorhexidina, antes de recortarse en cuadros de 1 cm?,

3.2 Prueba de grado de hinchamiento
de peliculas

En la Figura 2 se observa el
comportamiento de hinchamiento de las
peliculas preparados con respecto al pH
no obtuvimos hinchamiento en pH 2 al
5, ya que estas peliculas lograron
disolverse en estas  soluciones
amortiguadoras. Sin  embargo, se
observa un notable hinchamiento en el

0.8

0.6 -

0.4 -

0.2 1

0.0 -

pH 6 hasta el pH 9. La importancia de
que la pelicula contengan un grado de
hinchamiento porque de esta manera las
cadenas poliméricas pueden
interaccionar con las  proteinas
contenidas en la mucosa bucal [23]
ademas que estas peliculas muestran un
buen hinchamiento en el pH 6 ya que es
el que se acerca al pH fisioldgico bucal
(pH 6.8) y esto permitira la difusion de
los solutos contenidos en la pelicula.

—l— Peliculas GA-QT-PC Clx

Figura 2. Grado de hinchamiento contra pH de las peliculas GA-QT-PC Clx.
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3.3 Espectroscopia de
(FTIR-ATR)

Infrarrojo

En la Figura 3 se observan las
espectroscopias infrarrojas de los
diferentes componentes de la pelicula,
asi como del farmaco y la pelicula
cargada con diacetato de clorhexidina.
Obteniendo las sefales caracteristicas
para goma arébiga de los grupos O-H,
C-H, y C-0O: 3276, 2891, 1590 y 1361
cm respectivamente. En el espectro de
infrarrojo de quitosano (Fig. 3B) se
muestran los estiramientos de las
sefiales de los grupos funcionales
principales N-H, C-N y C-O: 1641,
1363y 1015 cm™. Para el compuesto PC
Noveon AA-a (Fig. 3C) se detectaron
las principales sefiales a 1679 cm™ que
corresponde al estiramiento de C=0 y
1447 cm™ el pico de flexion de CHz. En
el espectro de infrarrojo para diacetato
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de clorhexidina (Fig. 3D) se muestran
los principales picos a 3298, 2896 estos
pertenecen a los estiramientos N-H y C-
H respectivamente y a 1598 cm? la
sefial de doblamiento para N-H.

Finalmente se muestra el espectro de la
pelicula cargado con el farmaco donde
se encuentran las sefiales 3257 y 2896
cm™ que pertenecen al estiramiento de
los grupos O-H y C-H. Se muestra la
sefial de doblamiento del grupo amino a
1626 cm™ y el pico de flexion de CHz a
1010 cm™. Se observa la sefial de la
flexion N-H de la amina desplazada
hacia la derecha lo que se sugiere es que
este grupo amino pertenece al farmaco.
Existe en la literatura reportes que este
desplazamiento puede ser la formacion
de complejo entre el quitosano y la
goma ardbiga por interaccion
electrostatica [15].
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Figura 3. Espectroscopia de infrarrojo: A) Goma arabiga, B) Quitosano, C) PC Noveon AA-1, D) Diacetato de

clorhexidina y E) Pelicula de GA-QT-PC Clx.

3.4 Liberacioén de farmaco

Se realiz6 la prueba de liberaciéon de
farmaco para las peliculas que contienen
2% de diacetato de clorhexidina. En la
Figura 4 observamos que en las
primeras 3 horas el farmaco se logra
liberar el 60% Yy continua hasta su
completa liberacion a las 12 horas,
demostrando una liberacion sostenida
del farmaco lo cual es muy bueno para

17

nuestros propdsitos de un sistema de
liberacion del farmaco. El trabajo de
Juliano et. al [24] en el cual se preparan
films de alginato con HPMC KM4 y
clorhexidina, el comportamiento de la
liberacion de clorhexidina se obtiene en
un 90% de farmaco liberado en un
periodo de 3 horas mientras en este
sistema presentado se libera por mayor
tiempo de manera sostenida.
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Fraccion liberada
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Figura 4. Fraccion liberada contra el tiempo de diacetato de clorhexidina

3.5 Pruebas antimicrobianas
Mientras que en la Figura 6 se muestran

Se ejecutaron las  pruebas de los resultados de halo de inhibicion a las

sensibilidad antimicrobianas como se
describen anteriormente. En la Figura 5
se muestra los resultados de halo de
inhibicibn de 25 mm  para
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (a)
y 31 mm para Candida albicans ATCC
14053 (b).

bacterias anaerobias: Halo de inhibicion
23 mm para Escherichia coli ATCC
25922, 29 mm para Enterococcus
faecalis ATCC 29212 y 22 mm para
Pseudomonas  aeruginosa  ATCC

29853.

Figura 5. Se muestra el resultado de las pruebas para levaduras: a) Staphylococcus aureus b) Candida

albicans.
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Figura 6. Se muestra el resultado de las pruebas para bacterias anaerobias con las cepas: a) Escherichia coli b)

Enterococcus faecalis ¢) Pseudomonas aeruginosa.

3.6 Prueba de bioadhesion

La bioadhesion se define como la union
de una macromolécula natural o
sintética hacia un epitelio y esta unién
puede prolongarse por  distintas
interacciones tales como las
electrostaticas y formacién de puentes
de hidrogeno [25]. Si bien el mecanismo
de bioadhesion es dividido por lo
general en dos estados: el de contacto y
consolidacién. El primer estado es el
que la macromolécula hace contacto con
la membrana mucosa, se extiende y
comienza a hincharse iniciando una
profunda unién en el mucus. En el
estado de consolidacién es cuando el
material bioadhesivo es activado por la
presencia de humedad. La humedad
plastifica el sistema y permite que las
moléculas mucoadhesivas se relajen y se
unan por fuerzas van der Waals y
puentes de hidrégeno a la mucosa [26],
[27].

La fuerza de desprendimiento se define
como la fuerza méxima que se quiere
para producir una fractura entre la
pelicula o tableta de la mucosa
(polimero/mucosa), mientras que el
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trabajo de adhesion es el area bajo la
curva de fuerza/distancia y representa la
energia requerida para separar dos
sistemas [28], [29]. Se realiz6 la prueba
de  bioadhesion  obteniendo los
siguientes resultados de fuerza de
desprendimiento (N) vy trabajo de
adhesion (mJ). Las tabletas preparadas
con HPMC KM4: 0.44 N y 13.58 mJ
respectivamente. Mientras los
resultados de la prueba de bioadhesion
para las peliculas preparadas fue 2.04 N

y 30.31 mJ.
Se obtuvo mayores valores de
bioadhesion para las  peliculas

preparados que para las tabletas
preparadas con HPMC KM4. Se
seleccioné6 HPMC como referencia por
ser un mucoadhesivo bien conocido.
Los resultados indican una mejor
capacidad mucoadhesiva de las
peliculas estudiadas en este trabajo que
las tabletas usadas como referencia, esto
podria deberse no solo a la capacidad
mucoadhesiva de los materiales que
componen la pelicula sino a ser una
estructura delgada de facil hidratacion.
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4. Conclusiones

Se obtuvieron peliculas en forma de
complejos polielectrolitos de quitosano,
goma arabiga y policarbofil (Noveon
AA-1) cargados con diacetato de
clorhexidina. Se obtuvo un grado de
hinchamiento considerable entre pH 6 y
pH 7 lo cual es adecuado para la
mucoadhesién y liberacion de farmaco.
En el andlisis de los espectros de FTIR
se demuestra la formacion de complejos
polielectrdlitos e interaccion entre los
polimeros-farmaco. En la prueba de
liberacion de farmaco se logré la
liberacion completa de diacetato de
clorhexidina en 12 horas. Se demostro
que las peliculas tienen la propiedad
antimicrobiana y antifangica debido al
farmaco, y por lo tanto pueden ser
efectivos contra la formacion de
bacterias anaerobias y levaduras que se
producen debido a la enfermedad
periodontal. Se demostraron las
propiedades bioadhesivas de las
peliculas comparado con tabletas de
HPMC KM4. Las peliculas preparadas
en forma de complejos poseen buenas
caracteristicas para continuar su estudio
en pruebas in vivo.
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