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1.- RESUMEN

La periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoria multifactorial que afecta a
los tejidos de sostén del diente, mediada por la respuesta inmune inadecuada o
desregulada por determinados factores como la acumulacién de biofilms disbidticos
subgingivales. Entre las principales bacterias asociadas con la etiologia de la
periodontitis esta Porphyromonas gingivalis. La terapia periodontal busca detener la
enfermedad, asi como restablecer la salud de los tejidos periodontales mediante la
remocién de los biofilms y sus productos por medios mecanicos como el pulido y
alisado radicular. Adicionalmente se usa la administracion sistémica de antibiéticos
para reducir la poblacién bacteriana pero produce reacciones adversas y resistencia
bacteriana, por tanto se ha planteado la administracion local de estos farmacos para
disminuir estas desventajas. Entre los antibiéticos mas usados estdn amoxicilina,
metronidazol, doxiciclina y minociclina, ésta es principalmente administrada de
forma local. Posee mayor capacidad de penetracion tisular y tiempo de vida media,
ademas posee propiedades antiinflamatorias, sin embargo, la administracion local
de antibidticos presenta leve difusién intracelular en las zonas afectadas, limitando
la actividad antimicrobiana. Sistemas de encapsulamiento nanoparticulados de
farmacos mejoran esa limitacion; incrementando la entrada en los tejidos y
aumentando las propiedades antimicrobianas. Entre los métodos para obtener estos

sistemas se encuentra la emulsificacion espontanea.

Este trabajo busco determinar la efectividad antimicrobiana de nanoemulsion de
minociclina obtenida por emulsificacion espontanea sobre Porphyromonas
gingivalis in vitro. Los resultados mostraron efectividad antimicrobiana de las
nanoemulsiones de minociclina a menores concentraciones sobre Porphyromonas
gingivalis comparado con minociclina sin encapsular. Se concluy6 que es factible,
por el meétodo de emulsificacion espontanea, encapsular minociclina en
nanoemulsién como sistema de liberacion controlado nanoparticulado y que existe
aumento de la efectividad antimicrobiana de la nanoemulsion de minociclina sobre

Porphyromonas gingivalis comparado con el antibiético libre.



Abstract

Periodontitis is a chronic multifactorial inflammatory disease that affects the
supporting tissues of the tooth, mediated by inadequate or dysregulated immune
response due to determined factors such as the accumulation of subgingival
dysbiotic biofilms. Among the main bacteria associated with the etiology of
periodontitis is Porphyromonas gingivalis. Periodontal therapy seeks to stop the
disease, as well as restore the health of periodontal tissues by removing biofilms
and their products by mechanical means such as polishing and root planning.
Additionally, the systemic administration of antibiotics is used to reduce the bacterial
population, but it produces adverse reactions and bacterial resistance, therefore,
local administration of these drugs has been proposed to reduce these
disadvantages. Among the most used antibiotics are amoxicillin, metronidazole,
doxycycline and minocycline, this is mainly administered locally. It has greater
capacity for tissue penetration and half-life, it also has anti-inflammatory properties,
however, the local administration of antibiotics has a slight intracellular diffusion in
the affected areas, limiting antimicrobial activity. Nanoparticulate drug encapsulation
systems show improvement of that limitation, increasing tissue entry and increasing
antimicrobial properties. Among the methods to obtain these systems is

spontaneous emulsification.

This work had sought to determine the antimicrobial effectiveness of minocycline
nanoemulsion obtained by spontaneous emulsification on Porphyromonas gingivalis
in vitro. The results showed antimicrobial effectiveness of minocycline
nanoemulsions at lower concentrations on Porphyromonas gingivalis compared to
uncapsulated minocycline. It was concluded that it is achievable, by the spontaneous
emulsification method, to encapsulate minocycline in nanoemulsion as a
nanoparticulate controlled release system and that there is an increase in the
antimicrobial effectiveness of the minocycline nanoemulsion on Porphyromonas

gingivalis compared to the free antibiotic.



2.- INTRODUCCION

La Periodontitis es una enfermedad cronica inflamatoria multifactorial que afecta a
los tejidos de sostén del diente como la encia, hueso alveolar y ligamento
periodontal, mediada por la respuesta inmune limitada o desregulada a
consecuencia de diversos factores como la adhesion y acumulacion de biofilms
disbidticos subgingivales con sus productos, conllevando dafio, destruccion tisular

123 y que se caracteriza principalmente por la pérdida de insercién periodontal 4.

El modelo actual etiolégico de la periodontitis se basa en los cambios
microbiologicos — disbidticos — del ecosistema oral, donde comunidades
bacterianas patégenas proliferan y potencian sus capacidades virulentas por sobre
las comunidades bacterianas asociadas a salud periodontal, alterando el equilibrio
del ecosistema °. Las principales bacterias asociadas con la etiologia de la
periodontitis son: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis, Treponema denticola, Tannerella forsythia, entre otras 672,

Porphyromonas gingivalis posee multiples factores de virulencia que implican
diversos mecanismos fisiopatolégicos como la capacidad de invadir
intracelularmente células epiteliales y fibroblastos, logrando replicarse dentro de
éstas y diseminarse posteriormente. También posee resistencia a los radicales
libres del proceso de fagocitosis ejercido por células del sistema inmune innato
como macroéfagos y neutrofilos. Esto permite que Porphyromonas gingivalis pueda
evadir y alterar el tipo de respuesta inmune, incrementandose asi el proceso
inflamatorio, conllevando a la cronicidad la destruccion de los tejidos de sostén del

diente 910,

El objetivo del tratamiento periodontal es detener la progresion de la enfermedad
periodontal y devolver la condicion compatible con salud a los tejidos
periodontales, mediante la remocion de los biofilms bacterianos y sus productos
por métodos mecanicos - pulido y alisado radicular - y adicionalmente adyuvantes

como antibioticos 1112,



La utilizacion de antibidticos en conjunto con la terapia periodontal mecanica
permite reducir y controlar la poblacion bacteriana de los sitios afectados y de
zonas que potencialmente pueden recolonizar los sitios tratados. Debido a que el
tratamiento periodontal mecanico no alcanza todos los lugares, se emplea la
administracion sistémica de estos farmacos. Los mas empleados son amoxicilina,
metronidazol, azitromicina, doxiciclina, minociclina, solos o en especificas
combinaciones como amoxicilina + metronidazol. Entre las ventajas de la
administracion sistémica tenemos que posibilita abarcar mdaltiples bolsas
periodontales y difundirse en otras zonas de la cavidad oral, en donde pueden
mantenerse reservorios de bacterias, sin embargo, tiene la desventaja de producir
reacciones adversas y resistencia bacteriana. Por ello se ha planteado la
administracion local de antibiéticos que permite mayor concentracion del principio
activo en el saco periodontal, menor riesgo de reacciones adversas o resistencia
bacteriana 3. Pero tienen la desventaja que son lentas y existe mayor riesgo de

recidiva 14.

Minociclina se aplica principalmente por via local dentro de los sitios periodontales
afectados demostrando efectividad contra bacterias periodontopatdégenas °, evita
la recolonizacion bacteriana y presenta concentraciones altas locales en corto
plazo 8. Posee actividad antiinflamatoria e inmunomoduladora 1/, siendo esta
caracteristica similar en otras tetraciclinas como doxiciclina '8, sin embargo, la
capacidad de penetracion tisular de minociclina es mayor ° aunque disminuida,

asi como el tiempo de accién o retencién en el sitio aplicado 2°.

Sistemas de liberacion lenta o controlada de farmacos (antibiéticos) basados en
nanoparticulas, no solo entregan los compuestos activos encapsulados por tiempo
prolongado como los sistemas de liberacion particulados o microparticulados,
ademas, mejoran la penetracion de los farmacos en los tejidos y mejoran sus

propiedades antimicrobianas 2.



2.1.- Pophyromonas gingivalis

Es una Bacteria Gram (-) asacarolitica, emplea compuestos nitrogenados como
fuente energética. Posee multiples factores de virulencia, entre los cuales
destacan: La capsula, de accién antifagocitaria y adherencia celular, lo que le
permite unirse a la superficie de células del hospedero, inicialmente células
epiteliales, con posterior internalizacion en estas. P. gingivalis puede sobrevivir en

fagosomas, asi como suprimir la apoptosis y adaptarse al estrés oxidativo 2.

El antigeno K o polisacarido capsular, esta conformado por glucosa, glucosamina,
galactosa, galactosamina, 2-acetamido-2-deoxy-D-glucosa, incluyendo &cidos
como el manurénico, glucorénico, galacturénico y galactosaminurénico 23. Este
antigeno K, presenta 6 serotipos, que son K1, K2, K3, K4, K5, K6. La evidencia
sugiere que, de todos los serotipos mencionados, K1 y K2, inducen mayores
expresiones de citoquinas proinflamatorias tales como IL-13, IL-6, IL-12, IFN-y,
TNF-a y TNF- B 4. Serotipos de P. gingivalis K1 y K2, han sido asociados con el
incremento del ligando del receptor activador del factor nuclear k B (RANKL), el

cual induce la osteoclastogénesis 2°.

La membrana externa, implicada en mecanismos de adhesién y coagregacion
bacteriana, formacion de vesiculas transportadoras de proteasas y endotoxinas,
presenta como principal elemento al lipolisacarido (LPS), el cual esta compuesto
por tres dominios con enlace primario covalente entre si, estos son: Lipido A,
relacionado a la actividad endotdxica; el ndcleo, estructura compuesta por un octil
glucosido como el acido 2-ceto-3-desoxioctulosonico; el antigeno O, polisacarido
ubicado en la zona mas externa del LPS, tiene 3 serotipos descritos (01, 02, 0O3),
representando variabilidad en su presencia por especie, ademas de inducir la
produccion de citoquinas proinflamatorias por células del sistema inmune 2627,
Esta descrito que el LPS es reconocido e interacciona con los receptores tipo Toll

2 y 4 de neutréfilos y monocitos, inhibiendo la apoptosis 2829,

Estructuras en forma de filamentos llamadas fimbrias, ubicadas en la superficie, le

otorgan a P. gingivalis la capacidad de invasion tisular. Constan de dos
5



subunidades: Fimbrilina, cuyo gen es fimA; y Mfa, de gen mfa. Se describen 6
genotipos del gen fimA, los cuales son: I, Ib, II, Ill, IV, V. Los genotipos asociados
principalmente a periodontitis cronica son el tipo Il y IV. Hay evidencia que indica
qgue el genotipo I, puede evitar la fagocitosis ejercida por macréfagos, asi como

aumentar la expresion de RANKL 26,

Respecto a la produccion de enzimas, P. gingivalis produce diversos tipos de
enzimas, de las cuales, las proteasas, en mayor medida influyen en el proceso de
destruccion del ligamento periodontal, tejido conectivo y reabsorcién Gsea, asi
como destruccidn de proteinas reguladoras y permeabilidad vascular. Inducen
produccion de metaloproteasas, las cuales degradan la matriz extracelular 2. Entre
las més importantes estan las gingipainas. A su vez, estas pueden ser gingipainas
RgpA y RgpB con genes codificados como rgpA y rgpB respectivamente y
gingipaina Kgp cuyo gen es kgP. Gingipaina RgpB, se encuentra asociada a la
formacion de edema por activacion de la via calicreina/quinina, Gingipaina RgpA
asociada al infiltrado polimorfo nuclear inducido por la activacion del sistema de
complemento y Gingipaina Kgp asociada al sangrado gingival por degradacion del

fibrinbgeno 0.

2.2.- MINOCICLINA

La minociclina es un antibiético semisintético de segunda generacion, derivado de
la tetraciclina. La nomenclatura IUPAC la define como una 7-dimetilamino-6-
dimetil-6-desoxitetraciclina, modificada de la tetraciclina por la eliminacién del
grupo metilo y grupos hidroxilo (Carbono 6) y la adicién de un grupo dimetilamino
(Carbono 7). Este cambio le confiere a la minociclina un aumento de la vida media
y la absorcion oral, ademas la capacidad de evitar los mecanismos de resistencia
presentados frente a las tetraciclinas. Es utilizada contra bacterias aerobias y

anaerobias Gram (+) y Gram (-) 3L,



La minociclina presenta propiedades lipofilicas, mostrando excelente
biodisponilibilidad. Presenta un coeficiente de particion mayor a pH neutros. Su
peso molecular es 493.94 Da y su férmula quimica es C23H27N307 2.

El mecanismo de accion es mediante la inhibicion de sintesis de proteinas
bacterianas. Por difusion pasiva principalmente, a través de canales de porina
presentes en la membrana externa bacteriana, alcanza el ribosoma y se une a la
subunidad 30S, evitando la asociacion de aminoacil-tRNA con el ribosoma

bacteriano 33.

Es de absorcion rapida, el porcentaje de absorcion oscila entre 95% a 100%, por
via oral. Presenta aumento de la concentracion maxima 2 a 4 horas después de la
administracion oral. Posterior a una dosis de 200 mg, la concentracion maxima
oscila entre 2 ug/mL a 4 pg/mL 34, Si se prosigue con una dosis de 100mg dos veces
al dia, luego de la dosis inicial de 200 mg, se mantienen concentraciones seéricas
entre 2.3 pug/mL — 3.5 pg/mL 3°. Se distribuye uniéndose 75% a proteinas. El
volumen de distribucion es 1.17L/kg. Existen al menos 6 metabolitos descritos, de
los cuales el principal es 9-hidroximinociclina . Posee una vida media de 15 a 19

horas. La eliminacion principal es por via fecal que es del 20% a 35%.

La disponibilidad de los datos sobre la farmacodinamia, se basan en una dosis de
200 mg al dia 0 100 mg 2 veces al dia por una semana administrados oralmente o
por via intravenosa durante 30 a 60 min 3* Generalmente es bien tolerada, los
efectos adversos principales varian en su manifestacion entre 11.7% a 83.3%, entre

los m&s comunes son, mareos, vértigos, nauseas, vomitos 3.

Por otro lado, la minociclina ademas de sus propiedades antimicrobianas presenta
actividad antiinflamatoria, antiapoptética, inhibicion de la protedlisis y supresion de
la angiogénesis 3841, Entre los mecanismos que podrian explicar las propiedades
antiinflamatorias e inmunomoduladoras de la minociclina, estan la inhibicion de
actividades enzimaticas “?, capacidad antioxidante 43, inhibicién de la via de la
caspasa 1 y activacion de la via de la caspasa 3 44, efecto antiapoptético 4°, e

inhibicién de la poli (ADP Ribosa) polimerasa-1 46.
7



De acuerdo con la farmacopea de Estados Unidos, las presentaciones de
administracion de minociclina son en capsulas, tabletas, suspensién oral e
inyectable, siendo la base de estas el clorhidrato de minociclina, que contiene el
equivalente de al menos 890 pg y no mas de 950 pg por mg. Presenta un pH entre
3.5y 4.5 por solucion conteniendo el equivalente de 10 mg de minociclina por mL.
La minociclina presenta solubilidad en agua (52mg/ml) y en solventes organicos
como EtOH (10mg/ml) 47.

2.3.- APLICACIONES LOCALES DE MINOCICLINA EN TERAPIA
PERIODONTAL

La aplicacién local coadyuvante de antibidticos en la terapia periodontal otorga
altas concentraciones de los compuestos activos en los sitios afectados, menor
resistencia bacteriana y disminucién de reacciones adversas a corto plazo 4. En
consecuencia, para mantener estas ventajas por mayor tiempo, seria necesaria la
aplicacion repetida de los activos o ejercer control sobre la velocidad de entrega
del farmaco y el sitio de aplicacion. Es asi como surge el concepto de sistemas de
liberacion controlada de farmacos (SLC), los cuales permiten la entrega de una
droga a velocidad y localizacién establecida por un periodo de tiempo especifico
en funcién de las caracteristicas y requerimientos del lugar de aplicacion. Asi
mismo, de acuerdo al tamafo, pueden ser SLC particulados, microparticulados y

nanoparticulados “8.

Distintos vehiculos son empleados para encapsular los farmacos, que luego son
liberados por diversos mecanismos, tales como difusién, erosion o procesos
osmoticos 4°. Se plantea que el modelo de liberacidon ocurre en tres fases, la
primera es la rafaga, en donde se entrega el farmaco ubicado en la superficie de
la estructura nanoparticulada, la segunda fase consta de un periodo lento de
entrega, dependiendo del tipo de sistema de encapsulamiento o peso molecular
del polimero utilizado y finalmente, la tercera fase, es la erosion o difusion

acelerada de entrega *°.



La via de administracion local de sistemas de liberacion particulados y
microparticulados de minociclina, presentan aumento de la actividad
antimicrobiana dentro de la bolsa periodontal, con mayor concentracion del
antibiotico por algunos dias en el sitio de aplicacion e inhibicion del desarrollo de
especies resistentes y efectos adversos minimos °%. Entre los SLC de aplicacion
local de minociclina para el tratamiento de la enfermedad periodontal se describe
una pelicula de etilcelulosa y polietilenglicol cargada al 30% de minociclina %2. Gel
de Minociclina (2%), contiene vehiculo de hidroxietilcelulosa, la concentracion de
minociclina base es de 2 mg 2. Microesféras cargadas con Minociclina en acido
poli (lactico-co-glicdlico) inyectables. La concentracién de minociclina base es 1
mg 53. Ungliento de minociclina al 2% %3. Tiras de minociclina (1,4mg) utilizando
como vehiculo policaprolactona . Microcapsulas de alginato y quitosano

cargadas con minociclina al 10% biodegradables 5.

Existen varios estudios que evaluaron clinica y microbiol6égicamente, la
administracion local de minociclina como coadyuvante del tratamiento periodontal
no quirdrgico principalmente. En ellos se determind la eficacia de la minociclina en
conjunto con el pulido y alisado radicular, encontrandose que la minociclina
microencapsulada en acido poli (lactico-co-glicolico) de 1 mg, redujo bacterias
periodontopatdégenas en sitios con bolsas periodontales mayores a 6 mm. Los
niveles de concentracién terapéuticos se mantuvieron mayores a 1 pg/mL por 14
dias en el fluido crevicular gingival. También hubo decrecimiento de los parametros
como la profundidad de sondaje °6. En recuentos bacterianos se demostrd la
efectividad en la reduccion de Porphyromonas gingivalis posteriormente a 30 dias
del tratamiento, resultando en una diferencia significativa comparandolo con el
pulido y alisado radicular solo °°. La administracién de gel de minociclina al 2% sin
pulido y alisado radicular, resultdé en la disminucién de parametros clinicos como

la inflamacién, sangrado y supuracién en 7 dias desde la aplicacion °”.

In vivo, la minociclina aplicada localmente en unguento inhibe significativamente
la inflamacion gingival, sin embargo, al compararla con dosis de minociclina sub

antimicrobianas administradas de forma sistémica, fue menos efectiva en cuanto
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a la reduccion de pérdida 6sea. Ademas, la concentracion del farmaco tanto en el
ligamento periodontal y cresta 6sea fue baja. Esto sugiere que el alcance de la
administracion tépica es limitado a las areas externas del tejido gingival %8,

Microcapsulas de alginato y quitosano cargadas con minociclina al 10%,
inyectadas en surcos gingivales de pacientes, mantuvieron la concentracion del
farmaco en los sitios tratados durante una semana. Los resultados mostraron
reduccion microbioldgica y estado periodontal compatible con salud mayor en
comparacion con los sitios tratados sélo con pulido y alisado radicular 5°. Del
mismo modo, microesferas de PLGA cargadas con minociclina de 1 mg, liberaron
el farmaco hasta dos semanas ° y redujeron la profundidad de sondaje después
de 9 meses de terminado el tratamiento periodontal como coadyuvante del pulido
y alisado radicular 6.

2.4.- SISTEMAS NANOPARTICULADOS DE LIBERACION CONTROLADA
APLICADOS A PERIODONCIA

A diferencia de los SLC particulados y microparticulados, la incorporacion de
tecnologia a escala nanométrica en los SLC permite que los farmacos o materiales
empleados presenten propiedades quimicas y fisicas significativamente diferentes
a las propiedades de estos a macro escala 2. Aunque el concepto de
nanoparticulas implica particulas cuyo tamafo es menor a 100 nm, en la practica,
resulta inviable obtener homogéneamente esos diametros, por lo tanto se acepta,
en el caso de nanoemulsiones, los tamafios de las gotas menores a 200 nm 63,
Por otro lado, los sistemas de liberacién controlada de farmacos particulados y
microparticulados presentan limitaciones en sus mecanismos de accion. Las
principales identificadas de la administracion de antibidticos, tanto por via
sistémica y local, tenemos: Baja penetracion o difusién intracelular, inactivacion
del antibidtico por el pH acido lisosomal y el rapido mecanismo de entrada-salida
intracelular 4. A su vez, los SLC administrados localmente por via oral, presentan

pérdida rapida del farmaco desde el sitio de absorcion por el barrido salival y estrés
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mecanico, distribucion irregular de las drogas en saliva, desagradable sabor y

sensacion en boca, permeabilidad relativa de la mucosa oral .

La encia y paladar son considerados sitios Utiles para liberacion local de farmacos,
debido a los niveles concentrados del compuesto activo liberado en el lugar de
aplicacion, minima absorcion sistémica, bajo efectos adversos e interacciones
medicamentosas ©°. El epitelio de la mucosa oral contiene entre 40 a 50 capas de
células de espesor aproximadamente, de acuerdo con el sitio. En el caso de la
mucosa masticatoria (encia y paladar), el epitelio queratinizado presenta un
espesor de 200 y 250 um respectivamente 7. Representando el 25 % de la
superficie total de mucosa oral 8, La funcién de barrera de la mucosa oral se centra
en el complejo basal y en los espacios intercelulares de la capa epitelial superficial,
especificamente en el tercio superior 8. Determinados compuestos pueden ser
transportados atravesando la membrana de la mucosa por mecanismos de
difusién pasiva, transporte activo por portador y endocitosis, sin embargo, la

difusién o penetracion en el sitio de accion es limitada 7°.

Se han desarrollado SLC nanoparticulados de administracion local en vehiculos
biocompatibles y biodegradables para el tratamiento de enfermedades
periodontales 71, Estos sistemas pueden incorporarse a formulaciones orales como
pastas o hidrogeles. También pueden aplicarse dentro de la bolsa periodontal,
mejorando el efecto terapéutico 273, La principal ventaja de los sistemas
nanoparticulados, es la capacidad de difusion y penetracion a zonas extracelulares
e intracelulares 747576, Otras ventajas de los SLC nanoparticulados es que
posibilitan manipular la mejora de la solubilidad o la velocidad de la liberacién del
farmaco a través de la variacién del acople entre la hidrofobicidad o hidrofilicidad
de la droga y el vehiculo usado 77, y segun el enfoque de resistencia bacteriana,
la efectividad de un farmaco puede ser restaurada frente a bacterias con genes de
resistencia, empleando antibiéticos cargados en nanoparticulas, ademas de

disminuir la toxicidad del farmaco 8.
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Las nanoparticulas pueden penetrar el epitelio de union del fondo del saco
periodontal, liberar el farmaco, con una tasa fija y por un periodo de tiempo
prolongado 7°. Presentan también mejor estabilidad en fluidos biol6gicos, a pesar
de esto, no existen muchos estudios sobre la preparacion de nanoparticulas

antibacterianas en la terapia periodontal 8081,

Entre los SLC nanoparticulados de aplicacion periodontal se describen
nanoparticulas cargadas con triclosan de diametro menor a 500 nm, para
administracion local intra saco periodontal in vivo. PLGA, PLA y acetato ftalato de
celulosa fueron los polimeros utilizados para la preparacion de estos sistemas. El
porcentaje de liberacion del triclosan fue del 9%. Las nanoparticulas de triclosan
disminuyeron significativamente la inflamacién de los sitios experimentales
después de 15 dias en comparacion con los sitios control 8. Extractos naturales
como el de hoja de Harungana Madagascariensis (Nativa de Africa y Madagascar)
han sido nanoencapsulados en matrices a base de PLGA. El tamafio de las
nanoparticulas fue menor a 300 nm y en evaluaciones in vitro frente a cepas
bacterianas orales relacionadas a caries y gingivitis presentaron efecto
antibacteriano aumentado comparado con el control 8. Por otro lado,
nanoparticulas cargadas con minociclina en matriz de PLGA recubiertas,
mostraron liberacién del activo hasta dos semanas y la concentracibn minima
inhibitoria 'y concentracion minima bactericida fue dos veces inferior
comparandolas con el farmaco libre in vitro 7. También nanoparticulas de
guitosano encapsulando fluoruro de sodio o cloruro de cetilpiridinio se probaron,
obteniendo tamafos entre 100 a 500 nm, alcanzando una liberacion por 10 horas

aproximadamente 84,
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2.5.- NANOEMULSIONES

Las emulsiones son resultado de la interaccion de dos fases: una fase oleosay otra
fase acuosa, ademas de la accién de compuestos surfactantes, que permiten la
formacion de una capa entre ambas fases, aumentan la fuerza de repulsion entre
las particulas presentes y estabilizan la emulsion. Las emulsiones pueden ser de
tipo: aceite en agua (O/W) o agua en aceite (W/O). Se considera nanoemulsién
cuando el tamafio de las gotas de la fase dispersa oscila entre 20 a 200 nm 3, A
pesar de ello, ain no existe consenso sobre el tamafo final alcanzado mediante
esta técnica en comparacion con el tamafio alcanzado de las particulas mediante
emulsién convencional, las que presentan tamarfios entre 20 a 500 nm 85, Esta
demostrado que las nanoemulsiones encapsulan y liberan compuestos lipofilicos
como farmacos, entre otros 88, Existen métodos de alta o baja energia para elaborar
las nanoemulsiones. Aquellos de alta energia, producen fuerzas por medio de
equipos que rompen las fases establecidas de aceite y agua, generando gotas de
aceite a escalas de tamafio significativamente menores. Por otra parte, los métodos
de baja energia, como la emulsificacién espontanea, provocan la formacion de gotas
de aceite incluidas en un sistema mixto de aceite, agua y surfactante, a través de la

manipulacion de las condiciones de la emulsién o del ambiente 7.

2.5.1.- Emulsificacién espontanea (EE)

Este método se fundamenta en el proceso de difusion de elementos constituyentes
como surfactantes o co-surfactantes de la fase organica a la fase acuosa, logrando
nanoemulsiones de tipo O/W, ocasionando un aumento significativo de la capa
interfasica. El proceso de dilucion con la fase continua se desarrolla a temperatura
constante y sin alteraciones de la fase en la emulsificacion .

Para elaborar nanoemulsiones antimicrobianas estables, se describe en el método
de EE, mezclas de carvacrol y TCM (Triglicéridos de cadena mediana) mas la
utilizacién de Tween (surfactante no idnico). Estos componentes fueron mezclados

y luego incorporados lentamente en una fase acuosa con buffer citrato 5 mM, pH
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3,5, con un flujo constante de 2 mL/min, a 500 rpm y 25°C. Se determiné que, segun
las concentraciones y cantidades de los elementos constituyentes de la fase oleosa,
alteraron significativamente los parametros de caracterizacion, como el diametro de
gota, estabilidad y actividad antimicrobiana. Por ejemplo, concentraciones altas de
carvacrol, reducen la estabilidad de la nanoemulsion, mientras aumenta el diametro
de gota en condiciones de almacenamiento, sin embargo, la actividad

antimicrobiana se incremento 8.

2.6.- Antecedentes de nanoemulsion de minociclina

La informacion disponible respecto a la formulacion de SLC basados en
nanoemulsiéon de minociclina es insuficiente, no obstante, de acuerdo a los
antecedentes expuestos las formulaciones nanoparticuladas de minociclina
aplicadas en terapia periodontal para administracion in situ podrian aumentar la
actividad antimicrobiana de la minociclina, mediante la internalizacion de las
nanogotas en los sitios afectados a niveles mas profundos donde los sistemas
microparticulados o particulados no alcanzan, asi como por la mayor afinidad a las
membranas bioldgicas. Ademas, debido a su capacidad de transporte en uniones
celulares y paracelulares, podrian disminuir la presencia intracelular de
Porphyromonas gingivalis en células infectadas. La ejecucion de estos procesos
en conjunto con el raspado y alisado radicular implicaria la reduccién de los valores
en parametros clinicos presentados en la periodontitis y la disminucion de la

recurrencia de la enfermedad.

Segun los antecedentes revisados, la aplicacién de sistemas nanoparticulados de
minociclina en terapia periodontal es insuficiente, asi como el desarrollo de estos
sistemas por otros métodos como emulsificacion espontanea, por tanto
consideramos la necesidad de formular SLC nanoparticulados de minociclina por
el método descrito y comparar su actividad antimicrobiana in vitro con minociclina

sin encapsular.
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3.- HIPOTESIS Y OBJETIVOS
3.1.- Hipotesis

Nanoemulsion de minociclina obtenida por emulsificacion espontanea presenta

efectividad antimicrobiana sobre Porphyromonas gingivalis

3.2.- Objetivos

3.2.1.- Objetivo General

Determinar la efectividad antimicrobiana de nanoemulsién de minociclina obtenida

por emulsificacion espontanea sobre Porphryromonas gingivalis

3.2.2.- Objetivo especifico

a) Desarrollar nanoemulsion de minociclina mediante el método de emulsificacion

espontanea a distintas concentraciones.
b) Caracterizar la nanoemulsién de minociclina
c) Corroborar la incorporacion cuantitativa de minociclina en nanoemulsion

d) Cuantificar la cinética de liberacion de la minociclina encapsulada en

nanoemulsion

e) Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de nanoemulsion de minociclina

sobre dos cepas de Porphyromonas gingivalis
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4.- MATERIALES Y METODOS

4.1.- Materiales

- Clorhidrato de Minaociclina (Mc). (Bago, Chile. C508056-1)

- Miglyol 812 (Mgl). (Sasol Germany GmbH. Witten, Alemania)

- Agua ultra purificada Milli-Q

- Tween 80°®. (Chemix®, C200408)

- Cepas bacterianas de coleccion de Porphyromonas gingivalis
+ Cepaencapsulada W 83

« Cepa no encapsulada ATCC® 33277
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4.2.- Fabricacion de Nanoemulsion
4.2.1.- Método de emulsificacion espontanea
El método descrito 88 se aplicd con algunas modificaciones.

Se preparé la fase oleosa, mezclando una solucion de clorhidrato de minociclina
(50, 100, 200 mg individuales) en etanol absoluto (4,5 mL), con 5,5 mL de Miglyol®
812 a agitacién constante por 15 min, luego se adicioné 10 mL del agente
surfactante (Tween 80®) por 30 minutos a 500 rpm de agitacién. Posteriormente
se adicion6 por goteo esta mezcla a la fase acuosa (agua ultrapura Milli-Q) por
medio de una bomba de infusion (modelo KDS200, KD Scientific©) con un flujo de
0,5 mL/min en agitaciébn constante y temperatura ambiente. Finalmente se
dializaron las muestras y se almacenaron en refrigeracion a 4°C. La razon
surfactante-aceite (SOR) se ajust6 a 1, considerando una proporcionalidad de 10%
(v/v) de fase oleosa (Clorhidrato de minociclina + Miglyol® 812), 10% (v/v) de

surfactante (Tween 80%®) y 80% (v/v) de fase acuosa (agua ultrapura Milli-Q).
4.3.- Caracterizacion de nanoemulsiéon de minociclina

4.3.1.- Determinacion del tamafio, potencial Z e indice de polidispersidad de

nanoemulsién de minociclina

Se obtuvieron los valores de estos parametros con la técnica de dispersion de luz
dinamica (DLS), usando el equipo Zetasizer Nano ZS-90 (Malvern Instruments).
Se diluy6 la nanoemulsién en agua ultrapura Milli-Q a 1/10 de la concentracion
inicial, cargandola luego en celdas capilares plegadas (DTS1070) con 1mL. Las
condiciones del analisis fueron a 25°C, dispersante: agua y laser 633nm. Se
tomaron 4 mediciones en tiempos diferentes por triplicado: 1, 7, 15, 21 dias

después de elaboradas las nanoemulsiones.
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4.3.2.- Caracterizacion fisicoquimica

De acuerdo con el método descrito en la literatura 8, con algunas modificaciones,

fueron evaluados los pardmetros:

» Densidad: Alicuotas de 5 mL de la nanoemulsion se pesaron en una balanza
analitica (Radwag, AS 220/C/2, Polonia)

* pH: se midi6 a través de un pH metro (Jenway, 370 pH Meter, China), a

temperatura ambiente.

4.3.3.- Microscopia de transmision electronica (TEM)

Se observo la nanoemulsién de minociclina en suspension por TEM (Microscopio
Tecnai 12, Philips), sobre grillas de cobre cargadas negativamente, secadas con
tiras de papel filtro y fijadas con acetato de uranilo. Adicionalmente se midieron los
tamafios en un microscopio JEOL modo SEM/TEM (modelo JSM-IT300LV, Japdn).

4.3.4.- Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizé un espectrofotémetro infrarrojo spectrum 400 (Perkin Elmer. UK), con un
accesorio atenuador de reflectancia (Perkin Elmer. UK). Las mediciones de las
muestras se realizaron con registros de escaneos en regiones espectrales desde

650 cm hasta 4000 cm! de resolucion.
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4.4.- Corroboracién de incorporacion de minociclina en nanoemulsion

4.4.1.- Analisis cuantitativo de minociclina en los vehiculos por

espectrofotometria UV.
4.4.1.1.- Capacidad de cargay eficiencia de encapsulacion

Se identificé y cuantificé la carga de minociclina, asi como la eficiencia de
encapsulacion de ésta en las muestras de nanoemulsion por UV utilizando un
espectrofotometro (Jenway 7305) a 280 nm de longitud de onda. Las
nanoemulsiones de minociclina fueron dializadas en agua destilada utilizando una
membrana de corte molecular de 12000 Da, determinandose la carga del activo
por diferencia de concentracion posterior a la dialisis, mediante una curva de
calibracion de minociclina. La eficiencia de encapsulacion se establecié por la

ecuacion 1 88,

(Ecuacién 1):  EE% = Masa de minociclina cargada en nanoemulsiéon X 100
Masa inicial de minociclina agregada

4.5.- Cuantificacion de cinética de liberacién de minociclina encapsulada en

nanoemulsién.

El método utilizado fue el sistema de celdas de Franz de flujo continuo, donde la
minociclina liberada de las muestras difundié hacia un compartimiento receptor a
través de una membrana (Durapore VMWP Millipore) de 0,05 um de diametro de
poro, a una tasa de 20 pL/min de flujo y temperatura ambiente. Las mediciones se
realizaron en 8 tiempos diferentes (0.5,1,3,7,11,15,19,24 horas). El medio utilizado
fue buffer fosfato pH 7,4 (0,05 M). Las muestras extraidas se analizaron por
espectrofotometria UV a 280 nm de longitud de onda y cuantificaron con curva de

calibracién del activo.
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4.6.- Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de nanoemulsion de

minociclina sobre Porphyromonas gingivalis

4.6.1.- Cepas bacterianas de referencia

Porphryromonas gingivalis, cepas W83 y ATCC 33277 se encuentran disponibles
en el laboratorio de microbiologia oral de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile.

[) Siembray Cultivo

Se sembr6 en medio de cultivo agar sangre suplementada (5% sangre
desfibrinada de caballo, 5 pg / mL de hemina, y 1 pg / mL menadiona).
Incubandose a 37°C por 4 — 7 dias, en condiciones anaerobias, utilizando un

generador de anaerobiosis comercial (AnaeroGen™,Oxoid Ltd.) .
4.6.2.- Determinacién de la concentracion bactericida minima (CBM)

Se sembro y cultivd en caldo nutritivo durante 24 horas a 37°C en condiciones
anaerobias (camara anaerdbica) con agitacion a modo de saturar el cultivo. Se
determind la concentracion de microorganismos comparandolo con el método
estandar McFarland 0,5 y se diluyé hasta lograr una concentraciéon de 1x10°
UFC/mL. Después se agregaron las muestras de nanoemulsiones de minociclina
a diferentes concentraciones en diluciones seriadas, asi como nanoemulsion sin
carga y posteriormente se incubaron a 37°C por 48 horas. Luego se tomaron 100
puL de cada tubo de las diluciones y se sembraron en placas con agar sangre
suplementada (5% sangre desfibrinada de caballo, 5 pg / mL de hemina, y 1ug /
mL menadiona), para finalmente ser incubadas a 37°C por 4 a 7 dias. Se
establecio como la concentracidn minima bactericida, la concentracion minima
capaz de eliminar el 99,9% de las cepas bacterianas descritas de Porphyromonas

gingivalis 0.
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4.6.3.- Determinacién de inhibicion del crecimiento por difusion

Las cepas bacterianas de referencia de Porphyromonas gingivalis se sembraron en
céspedes en placa agar-Sangre suplementado con 5 pg/mL de Hemina — 1 pg/mL
Menadiona. y se inocularon 10 pL de las muestras de nanoemulsiones de
minociclina en diluciones seriadas en discos de papel filtro estéril de 6mm?,
Posteriormente se incubaron a 37°C por 4 a 7 dias; controlando el crecimiento
bacteriano por control positivo y negativo con digluconato de clorhexidina 0,12% y
PBS (tampon fosfato salino) respectivamente. Transcurrido el tiempo, se midio el
diametro total de las zonas de inhibicién formados por cada disco y se establecio el
valor de inhibicion en mm %, Se determindé como la concentracion inhibitoria de
crecimiento a aquella minima concentracion cuyo efecto inhibitorio resultara

significativamente mayor entre las diluciones por formulacion.

4.7.- Andlisis estadistico

Se utilizaron el promedio y la desviacién estandar como estadigrafos. El test de
Shapiro Wilk se us6 para analizar la distribucién de datos. Luego se empleé el
analisis de varianza (ANOVA) o el test de Kruskal Wallis, dependiendo de la
distribucion de los datos. Ademas, se requirio de las pruebas Post-Hoc de Tukey o
Dunn (de acuerdo con el test paramétrico o no paramétrico seleccionado) para
establecer diferencias significativas con un nivel de P < 0,05. El programa utilizado
fue STATGRAPHICS Centurion XVI ®.
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5.- Resultados y Discusion

5.1.- Desarrollo de nanoemulsién de minociclina mediante emulsificacion

espontanea

Se desarrollaron nanoemulsiones de minociclina por medio del método de
emulsificacion espontanea (EE) ® con algunas modificaciones, la formulacion
empleada fue 10% de fase oleosa (5,5mL de Miglyol 812; 4,5mL de solucion de
minociclina a concentraciones de 50, 100 y 200 mg), 10% de surfactante (10 mL de
Tween 80) y 80% de fase acuosa (80 mL de agua ultra pura milli-Q). Dentro de los
componentes de la formulacién, como vehiculo se utilizé el miglyol 812, que es un
triglicérido de cadena media (TCM), esta compuesto por 58,2% de acido caprilico y
41,4% de &cido caprico principalmente °%, en concordancia con otros trabajos donde
se muestra que el uso de estos TCM otorga mayor estabilidad a las nanoemulsiones

obtenidas por EE en comparacion con los triglicéridos de cadena larga 88 °%. 92,

La adicion del Tween 80 (Polisorbato 80) como surfactante aporta reduccion de
tamafo de las nanogotas y tension superficial segun la razén surfactante a aceite
(SOR) % %4 debido a que, a mayor nivel del surfactante, mayor es el grado de
adsorcién de éste en la interface entre la fase oleosa y la fase acuosa. A pesar de
ello, se ha mostrado que a mayores valores SOR el indice de polidispersidad (PDI)
aumenta %4, La razon surfactante a aceite (SOR) empleada fue de 1, que se describe
como la razén que proporciona tamafios < 200 nm y PDI < 0,2 preservando la

estabilidad de la nanoemulsion .

Enla Fig. 1 se muestra el proceso de elaboracion de nanoemulsiones de minociclina

mediante el método de emulsificacion espontanea.
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Solucion de Etanol Absoluto
(4,5 mL) y Minociclina

[ Preparacion Fase Oleosa

Incorporacion de Miglyol
812 (5,5 mlL)

Adicién de Tween 80%® (10
mL) a fase oleosa

Incorporacion de Fase
Oleosa/surfactante a fase
acuosa (Agua ultra pura
Milli Q). Velocidad de
inyeccién: 0,5 mL/Min

Fig. N°1. Proceso de elaboracion de nanoemulsién de minociclina mediante el
método de emulsificacién espontanea.
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5.2.- Caracterizacion de nanoemulsién de minociclina

5.2.1.- Determinacion del tamafo, potencial Z e indice de polidispersidad de

nanoemulsiones de minociclina obtenidas por emulsificacion espontanea

En la tabla N°1 se detallan los resultados obtenidos de los parametros descritos.
Todas las formulaciones presentaron tamafios menores a 130 nm, indices de
polidispersidad < 0,2 y potenciales Z negativos principalmente. Los valores
obtenidos se encuentran dentro del rango sefalado en la literatura para ser
definidos como nanoemulsiones (dg < 200 nm) 63 y con distribucién reducida del

diametro de las gotas (PDI < 0,2) °6.

Existieron diferencias significativas respecto al tamafio de las nanogotas en
relacion con la concentracion de minociclina, observandose tales diferencias entre
el grupo control a 50, 50 a 100 y 50 a 200. La formulacién de 50 mg presento
significativamente menores tamafios en comparaciéon con las demas
concentraciones y el control. Esta descrito que las reducciones de tamafio
aplicando este método, podrian explicarse debido al SOR, donde a mayor
concentracion del surfactante, decrece el tamafio de las gotas 88°1.9 por aumento
de la adsorcion del surfactante en la interface de las fases oleosa y acuosa,
disminuyendo la tension entre éstas y permitiendo la conformacién de gotas con
menor tamafio %4, sin embargo, las muestras formuladas presentan el mismo SOR,
lo que sugeriria que una baja dosis de minociclina (50mg), influiria sobre la capa
interfacial y sobre la conformaciéon de las gotas, posiblemente por menor
encapsulamiento de la concentracion. No hubo diferencias significativas de los

tamanos en las formulaciones con relacion a los dias.

Respecto al PDI, solo la formulacion con 50 mg de minociclina presento valores
significativamente menores en cuanto a la distribucion del tamafio de las gotas en
comparacion con las otras formulaciones. El PDI tiende a disminuir de acuerdo con
la reduccion de la razon surfactante a aceite (SOR), lo que le proporciona
estabilidad %7 sin embargo, como el valor SOR determinado fue 1 para todas las

formulaciones, esta reduccion de la muestra de 50mg de minociclina, podria
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indicar también que bajas dosis de minociclina interactian en la capa interfacial,

aumentando la estabilidad de la nanoemulsién en base a la disminucién del PDI.

En cuanto al potencial Z, existieron diferencias significativas (P<0.05) en las
formulaciones respecto a la concentracién de minociclina y el tiempo. Los valores
mostraron que a mayor concentracion de minociclina y dias transcurridos aumenta
el potencial Z, obteniéndose valores de -5,0 + 0,4 a -2,2 + 0,1 (control); -2,9 + 0,1
a-15 + 0,2 (NMc50); -1,5 + 0,5 a 0,0 + 0,1 (NMc100); 0,7 + 0,4 a -0,7 + 0,0
(NMc200). Las diferencias se presentaron en losdias 1a 14,1 a21,7al4,7a
21, y entre las concentraciones de 0 a 50, 0 a 100, 50 a 100 y 50 a 200.
Posiblemente estas diferencias se deban al comportamiento &cido de la
minociclina, puesto que tiene un PKa de 5,0 en medios acidos %, y esta descrito
que si el pH es mayor al PKa, la carga molecular tiende a ser negativa °°, sin
embargo, los valores del pH de las nanoemulsiones de minociclina fueron: 4,23 +
0,0 (NMc50), 4,10 + 0,0 (NMc100), 4,04 + 0,0 (NMc200), (Tabla N° 2), por tanto al
ser el pH menor que el PKa, la minociclina se encuentra menos ionizada que en
su estructura inicial, en consecuencia, la carga es menos negativa a mayor

concentracion del activo, ocasionando aumento del potencial Z.
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Tabla N°1. Z-average, PDI y potencial Z de nanoemulsiones de minociclina

obtenidas por emulsificacion espontanea

Formulacion Dia  Z-Average (Nm) PDI Potencial Z (mV)
Ne 1 128,3 +1,22 0.25 + 0,02 -5,0 + 0,42
7 124,4 + 0,72 0,22 + 0,02 -6,6 +0,7°
14 124,6 + 1,92 0,23 + 0,02 -4,2 +1,5%
21 123,5+ 0,52 0,21 +0,0° -2,2 + 0,12
NMc50 1 103,0 + 2,32 0,22 + 0,02 -29+0,12
7 106,5 + 1,62 0,20 + 0,02 -2,7+0,22
14 106,5 + 1,62 0,19 + 0,0 0,1+0,0°
21 107,8 + 1,62 0,18 + 0,0° -1,5+0,2°
NMc100 1 124,2 + 4,32 0,24 + 0,02 -1,5+0,52
7 125,1 + 3,62 0,22 + 0,02 0,0 +0,3°
14 127,2 + 2,02 0,21 + 0,02 0,2+0,3°
21 125,1 + 2,72 0,22 + 0,02 0,0 +0,1°
NMc200 1 123,7 + 1,62 0,25 + 0,02 0,7 + 0,43
7 123,5 + 2,12 0,23 + 0,02 -0,08 + 0,3Pc
14 123,5+1,12 0,22 + 0,02 0,4 + 0,0
21 124,0 + 2,42 0,21 + 0,02 -0,7 +0,0°¢

Letras diferentes indican diferencias significativas intragrupos (p<0.05)



5.2.2- Caracterizacion fisico quimica de nanoemulsiones

Tabla N°2. Caracterizacion fisico quimica de nanoemulsiones

pH Densidad (g/mL)
Ne 5,04 + 0,05 1,0059 + 0,004
NMc50 4,23 + 0,01 0,9976 + 0,002
NMc100 4,10 + 0,02 1,0009 + 0,000
NMc200 4,04 + 0,01 1,0023 + 0,000

5.2.3.- Microscopia de transmision electrénica (TEM)

Se observaron las nanoemulsiones cargadas con minociclina mediante TEM
(Microscopio Tecnai 12, Phillips), utilizando la técnica de tincién negativa con
acetato de uranilo fijado sobre grillas de cobre conteniendo las muestras. Las
figuras N° 2 a N° 5 muestran las microfotografias de nanoemulsiones sin carga y
cargadas con minociclina a concentraciones de 50, 100 y 200 mg. En todas las
microfotografias se observa morfologia esférica y patrones de aglomeracion,
concordante con patrones similares reportados para metodologias de obtencion
de sistemas nanoparticulados como EE 1. Adicionalmente se determiné el
tamafio obtenido de las nanogotas en las muestras por medio de un microscopio
JEOL (modelo JSM-IT300LV, Jap6n), mostrando tamafios menores en
comparacion con los obtenidos por el equipo Zetasizer Nano ZS-90 (Tabla N° 4),
estas diferencias ocurren debido a que la medicion del tamafio por TEM se realiza
directamente sobre la nanogota mientras que el Zetasizer mide el tamafo
relacionado al movimiento de éstas en una solucién, estableciendo el didmetro

hidrodinamico 8.
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Fig. N°2 — N°5. Microfotografias TEM de nanoemulsion de minociclina
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Fig. N° 2. TEM — Nanoemulsion (Control) Fig. N° 3. TEM - Nanoemulsién de

minociclina 50 mg
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Fig. N° 4. TEM - Nanoemulsion de Fig. N° 5. TEM - Nanoemulsién de

minociclina 100 mg minociclina 200 mg
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Tabla N° 3. Tamafo de nanogotas en nanoemulsiones cargadas con Minociclina

observadas por TEM

Muestras Tamafo (nm)
Ne 104,92 + 30,33
NMc50 133,88 + 66,23
NMc100 120,64 + 44,28
NMc200 75,16 + 25,62

5.2.4.- Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FTIR)

Se realizaron espectroscopias infrarrojas de las muestras de las hanoemulsiones
de minociclina y clorhidrato de minociclina para controlar los grupos funcionales
con interaccién segun la muestra analizada. En la figura N° 6 se presentan los
espectros correspondientes a las nanoemulsiones de minociclina, su control sin
carga y clorhidrato de minociclina, se observaron espectros similares entre las
muestras, encontrandose corrimiento de banda tal como en 1146 cm presente en
la nanoemulsién control hacia 1152 cm™ en la nanoemulsién cargada con 200 mg,
ademas se muestran sefiales de bandas intensificados a medida que aumenta la
concentracion del activo en las muestras, tales como 1649 cm™ y 1746 cm
presentes principalmente en la muestra de 200mg. Segun la referencia del
espectro del antibidtico estas sefiales corresponden a grupos funcionales de tipo
amida (1632 cm™) 191 y grupo cetona (1742 cm) que indican que cuanto mayor
sea la concentracion del activo, aumentara la intensidad de la sefial. Por otro lado,
al comparar los espectros de las muestras con carga, existe una sefial que no
presenta la nanoemulsién control y la nanoemulsién con 50mg de minociclina
(1152 cm?), que corresponderia a una enlace C-O-C (éter). Esto plantea que es

factible una asociacion entre los componentes de la nanoemulsion y la minociclina.
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Fig. N° 6. Espectros FTIR de nanoemulsiones de minociclina, nanoemulsion control (Ne)

y clorhidrato de minociclina.

5.3.- Corroboracién de incorporacién de minociclina en nanoemulsion
5.3.1.- Cuantificacion de minociclina en vehiculos

Se realiz6 la identificacion y cuantificacion de minociclina en las muestras de
nanoemulsiéon mediante espectrofotometria UV a 280 nm de longitud de onda,
determinandose el porcentaje de capacidad de carga (CC) por concentracion, y
porcentaje de eficiencia de encapsulacion (EE%). En la tabla N°4 se observan los
resultados de los parametros mencionados de las nanoemulsiones de minociclina,
observandose que la NMc50 presenté 0,59 + 0,1 mg/mL de CC; 89,0 + 0,5% de
EE%; la NMc100 tuvo 1,22 + 0,3 mg/mL de CC, 91,4 + 0,4% de EE%; la NMc200
obtuvo 2,41 + 0,8 mg/mL y 90,5 + 0,3% de EE%. Existieron diferencias
significativas entre todos los grupos respecto a la capacidad de carga, mostrando
mayores concentraciones cuanto mayor fue la incorporacion del agente activo. Por

otro lado, sobre la eficiencia de encapsulacion, los resultados mostraron solo
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diferencias significativas entre la muestra NMc50 y NMc100 (P<0.05). Estos
resultados son similares a los reportados para la técnica de emulsificacion
espontanea, describiéndose valores altos en capacidad de carga y porcentaje de
eficiencia de encapsulacién de componentes activos 192193, No obstante, no existe

informacion sobre encapsulamiento de minociclina en nanoemulsion.

Tabla N°4. Capacidad de carga y eficiencia de encapsulacion de nhanoemulsiones

de minociclina.

Muestra CC (mg/mL) EE%

NMc50 0,59 + 0,12 89,0 + 0,52
NMc100 1,22 +0,3° 91,4 + 0,4b¢
NMc200 2,41 +0,8° 90,5 + 0,32

Letras diferentes indican diferencias significativas intragrupos (p<0.05)

5.4.- Cuantificacion de cinética de liberacion de minociclina encapsulada en

nanoemulsioén.

La cuantificacion se efectud por el sistema de celdas de Franz a un flujo continuo
de 20 pl/min, utilizando una membrana Durapore VMWP, Millipore de 0,05 um de
diametro de poro y buffer fosfato pH 7,4 (0,05 M) como medio. Se determiné el
porcentaje de la minociclina liberada desde las nanoemulsiones de pH 4, ademas
de nanoemulsiones ajustadas a pH 7,4 con la misma formulacion, a fin de comparar
el comportamiento del perfil de liberacion en relacion con el pH. La minociclina
liberada fue recolectada en tiempos diferentes hasta por 24 horas y luego se
cuantifico por UV a 280 nm. En la figura N.° 7 se muestran los perfiles de liberacion

de las nanoemulsiones de pH 4y pH 7,4.
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Perfil de Liberacion de Minociclinaen Nanoemulsiones
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Figura N° 7. Perfiles de liberacion de minociclina desde nanoemulsiones (NMc50,
NMc100, NMc200 - pH 4 / NMc50, NMc100, NMc200 - pH 7,4) en buffer fosfato pH 7,4
(0,05 M).

Los resultados mostraron diferencias significativas (p<0,05) de los perfiles de
liberacion entre y dentro de los grupos de pH 4 y pH 7,4. Liberandose de NMc50(pH
4,2): 13,52 + 2,0%; de NMc100(pH 4,1): 29,72 + 1,13%; de NMc200(pH 4,0): 37,21
+ 1,12% de minociclina respectivamente. A su vez, NMc50(pH 7,4) liber6 51,78 +
1,06%; NMc100(pH 7,4): 47,52 + 2,80%: y NMc200(pH 7,4): 42,94 + 2,29% de
minociclina. Estos datos sugieren que la encapsulacion y liberacién del componente
activo es pH dependiente, asi mismo indica que al aumentar el pH, el
comportamiento del perfil de las nanoemulsiones tiende a acrecentar la liberacién
del farmaco, alcanzando valores cercanos al 50% del total encapsulado en 24 horas
de las nanoemulsiones ajustadas a pH 7,4, comparandolo con las muestras a pH 4,

gue presentaron valores significativamente menores.
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Estas diferencias podrian explicarse por el aumento de la solubilidad de la
minociclina, debido a su PKa en funcién del pH en la encapsulacién. La minociclina
posee un valor de 5,0 de PKa %%y al aumentar el valor del pH de 4 a 7,4 en la
fabricacion, los grupos amino presentes en la minociclina podrian interactuar con el
medio, aumentando la ionizacion de la estructura del agente activo, obteniéndose
el incremento de la solubilidad y consecuentemente, mayor atrapamiento de la
minociclina en las nanoemulsiones. Sin embargo, si bien los valores de
encapsulacion y liberacién en las nanoemulsiones a pH 7,4 son significativamente
mayores que los obtenidos por las nanoemulsiones de pH 4, las anteriores
presentaron cambios fisicos observables a los 21 dias aproximadamente, como
cambio de coloracion, aunque sin separacion de fases. Esto indicaria posiblemente
inestabilidad'®® en estas formulaciones; cambio que no sucedid en las

nanoemulsiones de pH 4.

5.5.- Evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de nanoemulsién de

minociclina sobre Porphyromonas gingivalis

5.5.1.- Determinacion de la concentraciéon bactericida minima (CMB)

Los resultados obtenidos de la determinacién de la CMB se muestran en la tabla N°
5y en la figura N° 8, donde se detallan las concentraciones minimas bactericidas
de nanoemulsiones de minociclina a 50, 100, 200 mg de pH 4 y 7,4, asi como
clorhidrato de minociclina 50 mg, sobre las cepas ATCC 33277 y W83 de
Porphyromonas gingivalis. Las nanoemulsiones control sin carga del activo a pH 4

y 7,4, no presentaron actividad antimicrobiana.
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Tabla N° 5. Concentracion minima bactericida de clorhidrato de minociclina 50 mg
(Mc50) y nanoemulsiones de minociclina de 50, 100, 200 mg (NMc50, NMc100,
NMc200) a pH 4 y 7,4 sobre P. gingivalis cepas ATCC 33277 y W83.

Muestras ATCC 33277 W83
CMB (ug/mL) CMB (ug/mL)
Mc50 15,12 7,1h
NMc50 (pH 4.2) 8,3° 5,5
NMc100 (pH 4.1) 9,2¢ 6,2
NMc200 (pH 4.0) 22,19 8,2k
NMc50 (pH 7.4) 3,6¢ 12,7
NMc100 (pH 7.4) 5,0 10,3m
NMc200 (pH 7.4) 6,69 10,9"

Letras diferentes indican diferencias significativas intragrupos (p<0,05)
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Figura N°9. Concentracién minima bactericida de clorhidrato de minociclina 50 mg (Mc50)
y nanoemulsiones de minociclina de 50, 100, 200 mg (NMc50, NMc100, NMc200) apH 4y
7,4 sobre P. gingivalis (P.g) cepas ATCC 33277 y W83.

CMB - Nanoemulsiones Minociclina pH 4/P.g ATCC 33277 CMB - Nanoemulsiones Minociclina pH 7,4/P.g ATCC 33277
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Letras diferentes indican diferencias significativas intragrupos (p<0.05)

Diferencias significativas (p<0,05) fueron encontradas entre todas las CMB de
nanoemulsiones de pH 4 y pH 7,4 sobre la cepa ATCC 33277 de Porphyromonas
gingivalis. Las muestras de NMc50 (pH 4,2) y NMc100 (pH 4,1) presentaron
concentraciones bactericidas significativamente menores comparandolas con la
muestra control (Clorhidrato de minociclina 50 mg) y la muestra NMc200 (pH 4,0).

A su vez, todas las CMB de nanoemulsiones de pH 7,4, presentaron
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concentraciones bactericidas significativamente menores comparandolas con la
muestra control (Clorhidrato de minociclina 50mg). (figura N°9).

Por otro lado, Diferencias significativas (p<0,05) se presentaron entre todas las CMB
de nanoemulsiones de pH 4 y pH 7,4 respecto a la cepa W 83 de Porphyromonas
gingivalis. Las CMB de las muestras NMc50 (pH 4,2) y NMc100 (pH 4,1) resultaron
significativamente menores comparandolas con la muestra control de clorhidrato de
minociclina 50 mg y NMc200 (pH 4,0). Sin embargo, las CMB de las formulaciones
a pH 7,4 fueron significativamente mayores que el control. (figura N°9).

Estos resultados sugieren mayor actividad antimicrobiana de las nanoemulsiones a
menores concentraciones y carga del activo comparando con el control y mayores
concentraciones o cargas de minociclina, exceptuando las CMB a pH 7,4 sobre la
cepa W 83.

El efecto expuesto, relacionado a la efectividad antimicrobiana a menores
concentraciones de las muestras, podria explicarse en primer lugar por el aumento
de la solubilidad méxima de la minociclina en el medio de suspensién con bacterias,
debido a que la minociclina posee una solubilidad en agua de 52 mg/ml 4’ y las CMB
de las muestras fueron significativamente menores en volumenes mayores (5 mL)
sobre las cepas de P. gingivalis, lo que indicaria que el activo presentaria aumento
de su solubilidad, acrecentando la concentracion efectiva. En segundo lugar, al
tener un aumento de ésta, ocurriria la saturacién del medio de acuerdo con la carga
de minociclina en la nanoemulsion, por consiguiente, si tenemos mayores cargas
del activo, obtendriamos sobresaturacion del medio, limitando la solubilidad del
farmaco. Finalmente, en cuanto a la mejora de la actividad antimicrobiana del
antibiotico encapsulado en las nanoemulsiones comparandolo con el control,
sugerimos que estos resultados se producirian por la mayor afinidad lipofilica del
activo encapsulado debido a su concentracién micelarl®. Las micelas son
agregados moleculares formados por saturacion del tensioactivo en el sistema, que
tienen afinidad por las membranas biolégicas y favorecen el transporte del activo
por migracion de un medio oleoso (Fase oleosa de la nanoemulsion) a un medio
lipofilico (Lipopolisacaridos de membrana externa bacteriana) %7 ligando mas

efectivamente comparado con el activo sin encapsular, pues éste depende de su
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dispersiéon molecular en el medio para alcanzar la superficie bacteriana (barrera
hidrofébica) y generar su mecanismo de acciéon 32, acciéon restringida por el
coeficiente de permeabilidad de membrana, mecanismos de resistencia
bacterianos, entre otros, resultando en la baja penetracion o difusién del farmaco
108 A pesar de ello, el valor determinado para la CMB del control sobre la cepa
ATCC 33277, fue similar a los reportados 1%, aunque no existe informacion
disponible de ensayos de CMB de tetraciclinas sobre la cepa W 83.

Por otro lado, al analizar los resultados de las CMBs a pH 7,4 en la cepa W 83,
donde las CMBs fueron significativamente mayores que el control, podriamos
sugerir que la influencia del pH neutro de las formulaciones en la cepa mencionada,
permitié una mayor resistencia de ésta frente al activo, dado que la bacteria no fue
sometida a condiciones de estrés de pH, las que en medios acidos o basicos,
estimulan a la cepa W 83 a modificar el pH del medio a través de la generacién de
amoniaco por medio de degradacion de aminoacidos y acidos débiles tales como el
acido propidnico o acético, entre otros 110111 En contraste con las formulaciones a
pH 4, las cuales ademas del mecanismo planteado relacionado al efecto del activo,
se vieron posiblemente potenciadas en su actividad por la respuesta de las bacterias

a la condicion acida.
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5.5.2.- Determinacién de inhibicién del crecimiento por difusion

La determinacion de inhibicion del crecimiento por difusién de las formulaciones a
pH 4y 7.4, asi como clorhidrato de minociclina 50mg sobre las cepas ATCC 33277
y W 83, se detalla en la tabla N° 6; figura N° 10 y tabla N° 7; figura N° 11
respectivamente. Las nanoemulsiones sin carga a pH 5,0 y 7,4, no presentaron
efecto inhibitorio.

Se realizaron controles positivos y negativos (figura N° 12a 'y N°12b) con digluconato
de clorhexidina 0,12% y PBS (tampén fosfato salino) respectivamente, para

comprobar la viabilidad de los sembrados y cultivos bacterianos.

Tabla N° 6. Inhibicion de crecimiento por difusion de clorhidrato de minociclina 50
mg (Mc50) y nanoemulsiones de minociclina de 50, 100, 200 mg (NMc50, NMc100,
NMc200) a pH 4/7,4 sobre Porphyromonas gingivalis cepa ATCC 33277.

Muestras ATCC 33277
Concentracion Inhibicion
(Mg/mL) (mm)
Mc50 15,1 24,3 + 3,22
NMc50 (pH 4.2) 10,4 28,0 + 1,02
NMc100 (pH 4.1) 12,4 28,7 + 0,62
NMc200 (pH 4.0) 22,1 31,3+ 1,52
NMc50 (pH 7.4) 19,0 25,7 + 0,62
NMc100 (pH 7.4) 20,7 31,7 +6,72
NMc200 (pH 7.4) 24,6 31,0 + 7,52

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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Figura N° 10. Fotografias de Inhibicion de crecimiento por difusién de clorhidrato de

minociclina 50 mg (Mc50) y nanoemulsiones de minociclina de 50, 100, 200 mg
(NMc50, NMc100, NMc200) a pH 4/7,4 sobre Porphyromonas gingivalis cepa ATCC

33277.

Mc50/ATCC33277

NMc50 pH 4,2/ATCC33277

NMc100 pH 4,1/ATCC33277

NMc200 pH 4,0/ATCC33277

NMc50 pH 7,4/ATCC33277

NMc100 pH 7,4/ATCC33277

NMc200 pH 7,4/ATCC33277

39




Tabla N° 7. Inhibicion de crecimiento por difusion de clorhidrato de minociclina 50
mg (Mc50) y nanoemulsiones de minociclina de 50, 100, 200 mg (NMc50, NMc100,
NMc200) a pH 4/7,4 sobre Porphyromonas gingivalis cepa W 83.

Muestras W 83
Concentracion Inhibicion
(Mg/mL) (mm)
Mc50 15,1 24,0 + 3,62
NMc50 (pH 4.2) 10,4 26,3 + 0,62
NMc100 (pH 4.1) 12,4 26,7 + 0,62
NMc200 (pH 4.0) 13,8 29,7 £ 0,62
NMc50 (pH 7.4) 12,7 19,3 £ 1,23
NMc100 (pH 7.4) 10,3 24,7 + 0,62
NMc200 (pH 7.4) 10,9 26,3 + 5,92

Letras diferentes indican diferencias significativas (p<0,05)
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Figura N° 11. Fotografias de Inhibicion de crecimiento por difusién de clorhidrato de
minociclina 50 mg (Mc50) y nanoemulsiones de minociclina de 50, 100, 200 mg
(NMc50, NMc100, NMc200) a pH 4/7,4 sobre Porphyromonas gingivalis cepa W 83.

Mc50/W83 NMc100 pH 4,1/W83

NMc200 pH 4,0/W83 NMc50 pH 7,4/W83 NMc100 pH 7,4/W83

NMc200 pH 7,4/W83
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Los resultados del efecto inhibitorio de las nanoemulsiones de minociclina y
clorhidrato de minociclina sobre la cepa ATCC 33277 no mostraron diferencias
significativas; del mismo modo, que la inhibicion sobre la cepa W 83, excepto la
muestra NMc200 (pH 4,0) que obtuvo valores de inhibicion de crecimiento
significativamente mayores que NMc50 (pH 7,4). Estos resultados podrian
explicarse por la influencia del pH del medio (7,2 a 7,4), el que aumentaria la
ionizacion del activo en las muestras a pH 4, y mantendria el aumento de ionizacion
del activo en las muestras previamente ajustadas a pH 7,4. Efecto que, si bien
incrementa la solubilidad del farmaco, al estar sobre un medio sélido, la dispersiéon
es limitada, a su vez, de acuerdo con el mecanismo de transporte de la minociclina
33 al estar mas ionizada, se restringe la difusion a través de las membranas externas
bacterianas 112, ademas los mecanismos de resistencia conocidos empleados por
las cepas de Porphyromonas gingivalis descritas anteriormente, como la capacidad
de cambiar el pH del medio 1°, aumentar la hidrofobicidad de los lipopolisacéaridos
de membrana, e incrementar la actividad de proteasas *2 podrian limitar la accion
del antibiotico.

Por otro lado, al comparar los efectos inhibitorios por formulacion entre ambas
cepas, se encontré que las nanoemulsiones presentaron significativamente mayor
efecto inhibitorio sobre la cepa ATCC 33277 que sobre la cepa W 83. Exceptuando
los efectos de las formulaciones NMc100 (pH 7,4) y NMc200 (pH 7,4), las que no
tuvieron diferencias en la inhibicion en ambas cepas. Del mismo modo, no hubo
diferencias significativas de los efectos inhibitorios del control (clorhidrato de
minociclina) en las cepas mencionadas.

A pesar de que no se han establecido puntos de corte estandarizados de ensayos
antimicrobianos por difusion o dilucion de minociclina sobre Porphyromonas
gingivalis, el CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute) recomienda
interpretar los valores de los diametros de inhibicion de bacterias anaerobias Gram
(-) frente a tetraciclinas como sensibles cuando el diametro es mayor o igual a 15
mm; siendo en este caso que todas las formulaciones y el control presentaron halos
mayores o0 iguales al referenciado. Sin embargo, se requiere ademas la

determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) para poder correlacionar
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este ensayo con la inhibicion de crecimiento y establecer la susceptibilidad de cada
cepa. La CMI no se efectudé debido a que la turbidez de las formulaciones en el
medio limito la lectura por densidad Optica.

Finalmente es importante sefalar que las concentraciones inhibitorias de las
nanoemulsiones fueron significativamente menores que las concentraciones
inhibitorias del control sobre la cepa W 83, y en el caso de la cepa ATCC 33277, las
concentraciones inhibitorias de las muestras NMc50 (pH 4,2) y NMc100 (pH 4,1)
fueron significativamente menores que los resultados inhibitorios del control

(Clorhidrato de minociclina).

Figuras N° 12a y 12b. Controles de viabilidad de siembra y cultivo de cepas ATCC
33277 y W 83. Control positivo (Disco superior: Gluconato de clorhexidina 0,12%)/

Control negativo (Disco inferior: PBS: Tampdn fosfato salino).

12a 12b
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CONCLUSIONES

El desarrollo de nanoemulsiones por emulsificacibn espontanea para
encapsulamiento de minociclina es un método efectivo, con valores de parametros
de caracterizacion adecuados para sistemas de liberacion controlada
nanoparticulados y altos porcentajes de eficiencia de encapsulacion y capacidad de
carga. Asi mismo los porcentajes de liberacion de minociclina desde las
nanoemulsiones a pH neutro fueron significativamente mayores que las
nanoemulsiones a pH acido en 24 horas, sin embargo hubo cambios fisicos
observables en las formulaciones a pH neutro en 21 dias aproximadamente.

En cuanto a la actividad antimicrobiana, concentraciones minimas bactericidas de
nanoemulsiones de minociclina fueron significativamente menores que las
concentraciones del antibidtico sin encapsular sobre la cepa de Porphyromonas
gingivalis ATCC 33277, mostrando ademas que las concentraciones de las
formulaciones a pH 7,4 fueron significativamente menores que todas las muestras.
Respecto al efecto bactericida sobre la cepa de Porphyromonas gingivalis W 83,
solo las concentraciones de las formulaciones NMc50 (pH 4,2) y NMc100 (pH 4,1)
presentaron menores valores comparados con el control y las demas muestras,
siendo estas diferencias significativas.

La actividad inhibitoria de crecimiento de las nanoemulsiones de minociclina sobre
la cepa ATCC 33277 y W 83 fueron efectivas, aunque sin diferencias con el control.
No obstante, las formulaciones NMc50 (pH 4,2) y NMc100 (pH 4,1) presentaron
concentraciones significativamente menores que el control sobre la cepa ATCC
33277. Y sobre la cepa W 83, todas las preparaciones tuvieron concentraciones
significativamente menores que el control.

La evidencia en este trabajo muestra que existe efectividad antimicrobiana de
nanoemulsion de minociclina obtenida por emulsificacion espontanea sobre
Porphyromonas gingivalis y que la encapsulacion del farmaco aumenta la actividad

antimicrobiana a menores concentraciones comparado con el activo sin encapsular.
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