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PROPIEDADES FISICOQUIMICAS Y ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DE
PELICULA DE QUITOSANO/CARBOXIMETILCELULOSA/GLICEROL PARA
LIBERAR L-ARGININA AL 10%

1. RESUMEN

Introduccion: El tratamiento ortodontico busca corregir maloclusiones, aunque
puede ser prolongado y generar efectos indeseados. La busqueda de alternativas
menos invasivas que aceleren el movimiento dental es de gran interés. Por ello se
estudia una biopelicula mucoadhesiva de quitosano, carboximetilcelulosa y
glicerol para liberar L-Arginina, precursora del éxido nitrico, con el fin de acelerar
el movimiento dentario. Objetivo: Evaluar las propiedades fisicoquimicas y la
actividad antimicrobiana de una pelicula de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol
para la liberacion de L-Arginina al 10%. Materiales y métodos: Se analizaron las
propiedades fisicoquimicas mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier, asi como la desintegracion, grosor, microestructura,
porosidad, rugosidad, alargamiento a la rotura, hinchamiento, angulo de contacto,
pH y el efecto antimicrobiano sobre Streptococcus mutans. Resultados: Las
formulaciones presentaron propiedades fisicoquimicas favorables para la
liberacion de L-Arginina al 10%, con propiedades antimicrobianas moderadas.
Conclusion: Las peliculas desarrolladas tienen potencial como sistema de
liberacién controlada en ortodoncia. Se recomienda continuar investigando para

mejorar su efecto antimicrobiano y optimizar la formulacion.

PALABRAS CLAVE

| L-Arginina | Oxido nitrico | Sistema de administracion de farmacos | Pelicula de
quitosano | Pelicula de carboximetilcelulosa | Propiedades fisicas | Propiedades

quimicas | Actividad antimicrobiana |



2. INTRODUCCION

Un tratamiento de ortodoncia tiene como objetivo corregir las maloclusiones dentales y
asi restablecer el equilibrio funcional del sistema estomatognético. Esto es posible
gracias al movimiento dental, el cual se produce por una serie de procesos biologicos y
fisicos donde el diente es sometido a fuerzas que generan inflamacion, dando como
resultado la diferenciacion celular seguida de una remodelacion Gsea.

La aparatologia ortodontica tradicional, aunque eficaz, suele requerir tratamientos
prolongados que pueden ir acompafados de molestias y efectos secundarios adversos.
Por lo que surgen distintas técnicas para acelerar el movimiento dentario; corticotomias,
micro-osteoperforaciones, irradiacion con laser de baja intensidad o vibraciones de alta'y
baja frecuencia son algunas de las mas utilizadas. No obstante, suelen ser invasivas,
costosas y, por lo tanto, poco aceptadas por los pacientes. Este estudio busca una via
alternativa menos invasiva, con un principio biolégico-farmacoldgico que consiste en un
sistema de liberacién controlada en forma de pelicula mucoadhesiva compuesta de
quitosano (CH), carboximetilcelulosa (CMC) y glicerol para la liberaciéon de L-Arginina (L-
Arg) un aminoéacido precursor del 6xido nitrico (NO), sustancia involucrada en eventos
bioldgicos relacionados con la ortodoncia como la inflamacion aséptica, la transduccion
de sefiales mecanicas, y de particular interés para este trabajo, la remodelacion ésea.
Investigaciones precedentes sugieren que la L-Arg aumenta la tasa de movimiento
dentario en ortodoncia, por lo tanto, su integracion en una biopelicula puede proporcionar
un mecanismo de liberacién controlada que favorezca a la aceleracion de tratamientos
ortodénticos, razon que lleva a evaluar si las propiedades fisicoquimicas y la actividad
antimicrobiana de esta, son favorables para utilizarse en la cavidad oral y proporcionar
un analisis integral de un nuevo andamio que podria aplicarse como un método local de

aceleracion del tratamiento ortodéntico.



3. ANTECEDENTES

3.1. Antecedentes generales

3.1.1. Tratamiento de ortodoncia
La ortodoncia es la especialidad de la odontologia que se ocupa del estudio,
prevencion y correccion de las alteraciones del desarrollo, la forma y posicion de los
dientes en las arcadas, asi como también la relacion de los maxilares, con el fin de
restablecer el equilibrio funcional del sistema estomatognatico y mejorar al mismo
tiempo la estética facial (1). Estos cambios se logran a través de la remodelacién del
periodonto estimulado por la fuerza ejercida de la aparatologia. Conocer los
mecanismos biomecanicos y biolégicos que subyacen al movimiento dental
ortodéncico (OTM) son indispensables para un tratamiento seguro y eficaz. Hasta el
dia de hoy, la teoria de la compresidn-tension es bien aceptada, describe al OTM
como resultado de la reabsorcion 6sea en las areas de compresion y la formacion de
hueso en la zona de tension, propone que las respuestas celulares son moduladas
por mensajeros quimicos, liberados del flujo sanguineo y de las células in situ, en

respuesta al estrés mecanico aplicado al ligamento periodontal y hueso alveolar (2).

3.1.2. Aceleracién del movimiento dentario ortodéntico
El tratamiento ortoddntico es un procedimiento complejo que requiere la utilizacién de
aparatologia fija por largos periodos de tiempo, que en promedio es de 24.9 meses
(3), no obstante, una duracion excesiva puede ocasionar dafio a la salud bucodental;
deterioro periodontal, dolor, reabsorcion radicular, desvitalizacion de los dientes,
trastornos temporomandibulares, caries (4) e incluso el abandono de la terapéutica.
La aceleracion de la actividad de osteoclastos, o bien, la reabsorcion 0sea en el lado
de la compresién, se considera un determinante de la velocidad del movimiento
dentario ortoddntico (5). Por ello, se han buscado procedimientos que contribuyen en
el aceleramiento del movimiento dentario, que van desde los menos invasivos; el uso
de farmacos, irradiacion con laser de baja intensidad, vibraciones de baja y alta
frecuencia (6), hasta las técnicas quirargicas invasivas; micro-osteoperforaciones,

corticotomias (7). Es de interés para este estudio la categoria farmacoldgica,
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particularmente en los sistemas de liberacion controlada de farmacos, con la
elaboracion y caracterizacion de membranas mucoadhesivas que sirvan de vehiculo

para la L-Arg, principio activo precursor del 6xido nitrico.

3.1.3. L-Argininay 6xido nitrico: Su papel en el movimiento dentario ortodontico
La L-Arginina es un aminoacido semiesencial en la dieta humana que esta presente
en los fluidos fisioldgicos. Su pH oscila entre el 10 y 12, considerado basico, esto se
atribuye a que posee un grupo guanidina en su estructura quimica (Figura 1), lo que
le confiere su alcalinidad. Se ha demostrado que también es un importante agente

elevador del pH en la cavidad bucal (8).
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Figura 1. Estructura quimica de la L-Arg (8).

Este nutriente es necesario para la sintesis de proteinas y otras sustancias de bajo
peso molecular; como la creatina, las poliaminas, la homoarginina, la agmatina y el
oxido nitrico (9). EI NO es una molécula de sefalizacion ubicua que media numerosos
procesos celulares asociados con los sistemas cardiovascular, nervioso e
inmunoldgico. Este también juega un papel esencial en la regulacion de la
homeostasis 6sea (10). EI NO es producido por la éxido nitrico sintasa (NOS) como
consecuencia del proceso de conversion de L-Arg en L-citrulina con la participacion
de oxigeno y nicotinamida adenina dinucleétido fosfato. Existen tres isoformas de
NOS: NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) y NOS inducible (iNOS). Las
dos primeras son enzimas dependientes del calcio expresadas constitutivamente,
caracterizadas por la produccién rapida de una pequefia cantidad de NO.

Por otro lado, la iINOS es una enzima independiente del calcio que se regula al alza a

nivel transcripcional durante inflamacion, lo que provoca una produccién de NO



relativamente lenta pero aumentada (11). EI NO esta ampliamente involucrado en
eventos bioldgicos relacionados con la ortodoncia, como la inflamacién aséptica, la
transduccion de sefiales mecénicas y la remodelacion 6sea, ya que se ha demostrado
su efecto regulador sobre las actividades celulares y los estados funcionales de los
osteoclastos, osteocitos y fibroblastos del ligamento periodontal involucrados en el
OTM (12). Después de aplicar la fuerza de ortodoncia a los dientes, comienza la
remodelacion 6sea; en la region de compresion se lleva a cabo la osteoclastogénesis
o reabsorcion 6sea, mientras que en la region de tension se presenta la osteogénesis
o formacion de hueso, a esto se le conoce como “teoria de la presion-tension” (Figura
2) (10).
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Figura 2. Representacion esquematica de la remodelacion 0sea y la regulacion del

NO durante el movimiento dental ortoddncico en los sitios de compresion y tension.
Tomada y traducida de Yan et al., 2021 (10).

3.1.4. Sistemas de administracién de farmacos
Un sistema de administracion de farmacos permite la liberacién del principio activo
para lograr una respuesta terapéutica deseada. Los sistemas de administracion de
farmacos convencionales sufren de baja biodisponibilidad y fluctuaciones en el nivel

de farmaco en plasma, no pueden lograr una liberacion sostenida, después de tomar
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una dosis convencional, se metaboliza rapidamente y el nivel del farmaco aumenta,
seguido inmediatamente por una disminucion exponencial. Los sistemas de
administracion controlada se desarrollan para combatir estos problemas, ya que los
niveles del farmaco se mantienen constantes dentro de la ventana terapéutica (13).

En la figura 3 se observa el comportamiento de ambos sistemas.
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Figura 3. Comportamiento tipico de (a) sistema de administracion de farmaco
convencional; (b) sistema de administracion de farmaco controlado.
Tomada y traducida de Adepu et al., 2021 (13).

El sistema de liberacién controlado de farmacos se define como una formulacion o
dispositivo que permite el transporte de un agente terapéutico en el cuerpo para
regular la velocidad, el tiempo y la liberacion de los farmacos en el sitio correcto. Esto

ayuda a reducir la frecuencia de administracion y mejora el cumplimiento del paciente.



Una menor exposicion del agente al entorno biolégico reduce la toxicidad y sus efectos
adversos, por lo tanto, se aumenta la eficacia general de la formulacién (13). En un
sistema de liberacién controlado, el agente bioactivo es incorporado a un soporte que
generalmente es un material polimérico o una combinacion de varios. La velocidad de
liberacion de la sustancia activa desde dicho sistema al medio que la rodea, viene
determinada por las propiedades del propio polimero y, en menor medida, depende
de los factores ambientales, como pueden ser el pH, la temperatura y los fluidos del
organismo (14).

Las formas de dosificacion se pueden administrar a través de diferentes vias segun
el lugar de destino, la duracion del tratamiento y los atributos fisicoquimicos del
farmaco (15). En la figura 4 se muestra la clasificacion de las vias de administracion,

describe aquellas que presentan el efecto de primer paso (16).
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Figura 4. Clasificacion de las vias de administracion de los farmacos (16).

La administraciéon oral de farmacos ha ganado una creciente popularidad en la
industria farmacéutica. Informes en la literatura sobre ensayos clinicos indican que es
una forma prometedora de aplicar una amplia gama de agentes terapéuticos a traves

de la mucosa oral (17). La administracion transmucosa en la cavidad oral tiene varias
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ventajas sobre la administracion enteral: evita el efecto de primer paso hepatico, la
eliminacién presistémica en el tracto gastrointestinal y la posible degradacion quimica
del farmaco a pH estomacal. Ademas, no se infunde por la variacion en la tasa de
vaciamiento gastrico o la presencia de alimentos. La mucosa bucal esta altamente
vascularizada, lo que permite el paso de los farmacos al torrente sanguineo, y tiene
una actividad enzimatica reducida en relacion con otras mucosas, como la nasal y la
intestinal (18). En el disefio de dispositivos locales de administracion de farmacos,
encontramos a los hidrogeles, liposomas, nanoparticulas poliméricas, peliculas
mucoadhesivas, micelas, nanofibras electrohiladas, las cuales se esquematizan en la
figura 5 (19).
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Figura 5. Representacion esquematica de sistemas de administracion de farmacos
controlados novedosos y nanoestructurados empleados en via oral.

Tomada y traducida de Hosseinpour-Moghadam et al., 2021 (19).



3.1.5. Peliculas bucales mucoadhesivas
Es de interés para este estudio destacar a las peliculas bucales mucoadhesivas.
Estas se definen como peliculas cargadas de farmacos, compuestas de una o varias
capas de matriz polimérica (20), que estan disefiadas para adherirse especificamente
a la mucosa oral y liberar el principio activo de forma controlada con biodisponibilidad
mejorada debido a que evita con éxito tanto la degradacion enzimatica del tracto
gastrointestinal como el metabolismo de primer paso en el higado (21-23). La
mucoadhesividad de tales peliculas evita que se traguen, asegurando una absorcion
deseable en la boca y conduciendo a una disponibilidad biolégica suficiente (19). Al
disefiar un sistema de administracion de farmaco controlado, es necesario considerar
las propiedades del biomaterial a utilizar. Un biomaterial es una sustancia creada para
interactuar con sistemas biolégicos y lograr un efecto terapéutico; estos deben
seleccionarse segun el tipo de formulacién y la via de administracion del farmaco.
Entre las caracteristicas ideales que debe tener un polimero mucoadhesivo se
encuentran; no ser toéxico ni irritante para la mucosa, permitir la liberacién del farmaco,
no debe degradarse durante el almacenamiento, ser econémicos, reproducibles, con
resistencia mecanica 6ptima (13). En los dltimos afios, los polimeros naturales han
demostrado ser una excelente opcion como biomaterial gracias a su alta
biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad; ademas, cuentan con excelentes
propiedades mecénicas y quimicas. Estos se han investigado ampliamente en el area
de la biomedicina, ya que tienen la capacidad de encapsular compuestos activos en
nanoparticulas para transportarlos en un tejido especifico (24). Entre los biopolimeros
naturales mas empleados para este fin se encuentran: la celulosa, el quitosano, el
alginato y la gelatina (25). La tabla 1 describe las caracteristicas de diversos polimeros

mas comunmente empleados para la fabricacion de peliculas poliméricas (18).



Tabla 1. Resumen de las caracteristicas de los polimeros mas comunes utilizados

para desarrollar peliculas. Tomada y traducida de Riccio et al., 2022 (18).

Polimero

Sintesis

Propiedades

Celulosa

Cruitosano

Gelatina

Goma gellan

Pectina

Polietilenglicol

Alcohol polivinilico

Polivinilpirrolidona

Alginato de sodio

Biosintesis de bacterias, plantas v algunos animales

Desacetilacion de la quitina, que se extras del exoesqueleto de
crustaceos, hongos & insectos

Biosintetizado a partir del colageno que proviene del cuero v huesos
de mamiferos

Biosinterizado a partir de la fermentacion asrébica por la bacteria
Sphingomonas slodesa

Extraido de las paredes celulares de las plantas

Sinterizado a partir de la reaccion entre oxido de etileno v etilenglicol
en agua

Sintesis a partir de acetato de polivinilo

Sintesis a partir de la reaccidn entre acetileno y formaldehido

Extraido de Fseudomonas, Arotohacter, v algas pardas

Biccompatibilidad, baja inmunogenicidad v baja toxicidad. Capaz
de formar peliculas rigidas, altamente hidrofilicas y puede usarse
como agente de refusrzo

Es una base débil que necesita un medio dcido para solubilizarse.
Altamente hidrofilico, antialérgico, anticoagulante, hemostatico,
analgésico, antimicrobiano, biodegradable, biodegradable,
biccompatinle, bio'mucoadhesive, no 0xco, Nno iNMUNogenico y
comestible

Alta porosidad, biccompatibilidad, no inmunogenicidad, buenas
propiedades mecanicas, biofmucoadhesividad, es comestible v se
disuelve facilmente v es débil a la humedad

Estabilizador, espesante, emulsionante, agente gelificante,
biofmucosidad, biodegradabilidad, baja foxicidad, fermoresponsividad

Alta solubilidad en agua, biocompatibilidad, bicdegradabilidad, no
toxicidad, estabilidad en medio dcido. Agente gelificante,
emulsionante y estabilizante

Hidrofilicidad, bicdegrababilidad, biocompatibilidad, no toxicidad, no
inmunogenicidad, agente emulsionante, humectante, lubricante,
plastificante, detergente, modificador de superficie

Solubilidad en agua y alcohol, inodoro, insipido, biccompatible,
no téxico, no cancerigeno, bio/fmucoadhesivo, transparents,
flexible y tiene buenas propiedades de barrera

Inodoro, incelorg, scluble en agua vy alcchol, guimicamentes inerte,
bicdmucoadhesivo, tiene buenas propiedades mecanicas

Biccompatible, biodegradable, no toxico, hidrofilo, soluble en agua v
alcohol, guimicamente estable (pH S a 10), tiens carga negativa, la
viscosidad depende del pH, biofmucoadhesividad, se desintegra
facilmente

Entre estos polimeros, se seleccion6 al quitosano y a la carboximetilcelulosa, los

cuales han sido ampliamente estudiados y su uso esta aprobado por la Administracion

de Alimentos y Medicamentos (FDA, sigla en inglés) (24).

3.1.6. Quitosano
El quitosano es un polimero catidnico natural derivado de la desacetilacién de la

quitina, que pertenece al grupo de los polisacaridos. La quitina se ubica como el

segundo, después de la celulosa, polimero natural mas abundante en el mundo. Es

un componente que se extrae comunmente de los desechos del caparazén de

crustaceos; cangrejos y camarones. El CH esta compuesto por 3-D-glucosamina y N-

acetilglucosamina unidas por enlaces glucosidicos B-1,4 (Figura 6) (26). Este se

produce al desacetilar la quitina.
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Figura 6. Estructura quimica del CH (26).

El CH al ser un material inocuo, biocompatible y biodegradable con propiedades
cationicas, reacciona con especies cargadas negativamente, las cuales aportan
importantes ventajas al ser incorporados. Estas propiedades pueden usarse para
incorporacion y/o liberacién programada de compuestos activos y producir diferentes
matrices, como: geles, biopeliculas, membranas, microparticulas y nanoparticulas
(27).

Sin embargo, al igual que otros biopolimeros de origen natural, los materiales a base
de CH presentan propiedades fisicas y mecanicas que pueden mejorarse al incorporar
aditivos, uno de los mas utilizados es el glicerol, que se utiliza para reducir la atraccion
intermolecular entre cadenas de polimeros, aumenta la flexibilidad de la pelicula y
favorece su maleabilidad (28). El glicerol o glicerina, es un poliol incoloro, inodoro y
soluble en agua, formador de soluciones neutras y aprobadas por la FDA para
aplicarse en alimentos y farmacos sin riesgo. Debe ser adicionado generalmente a
bajas concentraciones, ya que, de lo contrario, influye negativamente en la

permeabilidad de las peliculas (29).

3.1.7. Carboximetilcelulosa
La celulosa es un polimero lineal formado por unidades B-1,4 de glucosa, el
polisacarido mas abundante en la naturaleza. La celulosa se puede clasificar como
un polimero semirrigido debido a la gran cantidad de enlaces de hidrégeno en su
estructura quimica, que a menudo forman una red polimérica interconectada mas
densa y compacta. Debido a la dificultad de trabajar directamente con las fibras de

celulosa, generalmente se reduce a su formato nanométrico, que corresponde a 1 a

11



100 nm, para incorporarse a diferentes sistemas de entrega, como peliculas

poliméricas (18). Un derivado de esta es la carboximetilcelulosa (Figura 7).

R=H or CH,CO,H
Figura 7. Estructura quimica de la CMC (30).

Se produce por reaccion de celulosa con acido monocloroacético (MCA) o su sal
sbédica en medio alcalino. A diferencia de la celulosa, la CMC es un polisacéarido
aniénico soluble en agua y es uno de los éteres de celulosa industriales mas
utilizados. La CMC es util en sistemas donde intervienen coloides hidrofilicos y tiene
aplicaciones en diferentes areas industriales, como farmaceéutica, alimentaria,
cosmeética, textil, entre otras. La CMC muestra la capacidad de suspender sélidos en
medios acuosos, estabilizar emulsiones, absorber humedad, y se utiliza
principalmente como espesante, auxiliar de suspension, aglutinante, agente
gelificante, estabilizador y agente de retenciéon de agua (30). Posee excelentes
propiedades fisicoguimicas, como propiedades hidréfilas, no toxicas, bioadhesivas,
sensibles al pH, poco inmunogénicas. Debido a estas interesantes propiedades,
muchos investigadores han desarrollado peliculas e hidrogeles de CMC para diversas
aplicaciones (31). Cuando la CMC se mezcla con otros materiales, como el quitosano,
la resistencia mecénica de la pelicula mezclada se puede mejorar considerablemente
(32).

3.1.8. Métodos de elaboracidn de biopeliculas
En los dltimos afios, se han reportado numerosos estudios centrados en el disefio y
elaboracion de peliculas orales como; electrohilado (33), electropulverizacion (34),
extrusion de fusion en caliente (35), bioimpresion 3D (36) y fundicion de soluciones o

“solvent casting”, siendo este ultimo el método mas utilizado, de facil reproduccion y



bajo costo (Figura 8) (18). Los componentes se solubilizan y la solucion se transfiere
0 se esparce en un molde para su secado. Los componentes principales son los
polimeros, el farmaco y el plastificante. También se pueden incluir otros componentes,
como pigmentos, sabores, edulcorantes y estabilizadores (37). Se deben observar las
propiedades reoldgicas de la mezcla polimérica, ya que afectan la velocidad de
secado, las caracteristicas mecanicas y el contenido de uniformidad. El proceso de
mezcla puede introducir burbujas en el liquido; por lo tanto, la desgasificacion es un
requisito previo para obtener un producto homogéneo. Una vez que la pelicula esta
completamente seca, se corta en tamafio y forma compactos, segun la dosis
requerida (38). Las ventajas de este método incluyen distribucion de espesor

uniforme, maxima pureza éptica y estabilidad dimensional (39).

J' Suspension polimerica . ) 2. Verter la suspension/solucion sobre una placa Petri
Mezclado mediante agitacion en condiciones estandar Se debe pesar el contenido para mantener uniformidad del lote

Solucion polimérica \
'j{,—- Barra de agitacion magnética

soo ]
3. Evaporacion del disolvente en una estufa de secado 4. Pelicula p-olimérica
El contenido se solidifica formando una pelicula y s Producto terminado
puede retirar de la placa _,__—...‘\

y \

Figura 8. Esquema del método convencional casting.
Tomada y traducida de Riccio et al., 2022 (18).

3.1.9. Propiedades fisicoquimicas de biopeliculas orales
Los sistemas de administracion de farmacos por la mucosa oral deben estar
disefiados para su adhesion en la mucosa oral, proporcionar un mayor tiempo de
contacto del farmaco con el tejido y favorecer su liberacion controlada. Ademas,
evaluar la integridad fisica y quimica de las peliculas orales es un factor fundamental

para el desempefio, la reproduccion y utilizacién de estas. Si bien es necesario evaluar
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este rendimiento, actualmente no existen métodos de prueba o estandares fisico-
guimicos universales recomendados por la FDA u otra farmacopea. Para caracterizar
estas propiedades, los investigadores han informado pardmetros como; la resistencia
a la traccion-deformacion, porcentaje de alargamiento a la rotura (40-41);
interacciones entre los grupos funcionales por espectrofotometria infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) (40); grosor (20); rugosidad (43); capacidad de
hinchamiento (44); microestructura (20); angulo de contacto (40-41); pH (44).

3.1.10. Actividad antimicrobiana de biopeliculas orales
La evaluacion de la actividad antimicrobiana de una pelicula mucoadhesiva es
sustancial por varias razones, especialmente dado su uso previsto en la cavidad oral,
el cual es un entorno complejo en el que prosperan las bacterias y otros
microorganismos. Una pelicula con actividad antimicrobiana ayudaria a reducir la
formacion de placa y prevenir infecciones bucales. Asi mismo, la pelicula esta
destinada a permanecer en la cavidad oral hasta 6 horas, periodo minimo en el cual
debe mantenerse libre de colonizaciones bacterianas comunes en infecciones
bucales como Streptococcus mutans (s. mutans) y Candida albicans (C. albicans), y
funcionar de manera eficaz mientras esté en contacto con los tejidos bucales (40). En
México, la evaluacion de la actividad antimicrobiana de los medicamentos implica una
serie de principios regulatorios guiados por la Comisién Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS). Un principio regulatorio clave es el apego a
los estandares establecidos por las farmacopeas oficiales, como la Farmacopea de
los Estados Unidos Mexicanos (FEUM). La FEUM describe metodologias y criterios
especificos para evaluar los agentes antimicrobianos, con ensayos microbiolégicos,
los cuales implican probar la efectividad del medicamento contra bacterias u hongos
especificos. Las técnicas mas comunes incluyen difusion en disco, dilucién en caldo
y métodos de dilucion en agar. Otra prueba es la de concentracion minima inhibitoria
(CMI), que determina la concentracion mas baja del agente antimicrobiano que inhibe
el crecimiento visible del microorganismo. Y el control de calidad garantiza que el
agente antimicrobiano cumpla con los estandares de pureza, potencia y calidad

requeridos para uso terapéutico, esto incluye pruebas de estabilidad y cumplimiento



de limites especificos para contaminantes (45). Estos principios garantizan que los

medicamentos sean seguros para el uso publico.

3.1.11. Propiedades antimicrobianas del quitosano y L-Arginina
La literatura ha reportado que el CH tiene propiedades antimicrobianas conocidas
debido a su capacidad para alterar las membranas celulares microbianas e interferir
con la sintesis de la pared celular (27). Su carga positiva lo ayuda a interactuar con
las membranas bacterianas cargadas negativamente, lo que puede mejorar su
actividad antimicrobiana (40). Por otro lado, L-Arg es un aminoacido que puede tener
varios efectos beneficiosos en la cavidad oral. Si bien no es conocida tradicionalmente
por sus propiedades antimicrobianas, puede influir en el entorno oral al afectar
potencialmente el pH y apoyar la respuesta inmunitaria local. También podria tener
efectos indirectos en el crecimiento bacteriano al alterar las condiciones en la cavidad
oral (8). La combinacion de CH y L-Arg podria ofrecer efectos antimicrobianos
sinérgicos. La accion antimicrobiana directa del quitosano podria complementarse con
los efectos de la L-Arg en el entorno oral y conducir a un perfil antimicrobiano

mejorado.

3.2. Antecedentes especificos

Hasta el momento, no existe ningln estudio que reporte la utilizacion de peliculas
mucoadhesivas de quitosano, carboximetilcelulosa y glicerol para liberacién de L-Arg con
la finalidad de acelerar el movimiento dental ortoddntico. Por consiguiente, se citan
investigaciones basadas en este principio, en donde utilizaron precursores del NO, como
la L-Arg, o inhibidores de este, en modelos murinos y demostraron que el NO regula un
gran numero de procesos celulares relacionados con el recambio 6seo y sugieren que Si
puede funcionar como un acelerador del tratamiento ortodoncico. Ademas, se incluiran
las referencias de investigadores que sirvieron como guia para la elaboraciéon y
caracterizacion de las biopeliculas, independientemente del campo al que fueron
aplicadas.

Shirazi et al., en el afio 2002, utilizaron 48 ratas Sprague-Dawley, divididas en 4 grupos,

el primer grupo fue control, al cual no se les colocé ninguna solucion, a los demés grupos
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se les inyect6 de forma subperidstica, adyacente al primer molar solucién salina, L-Arg y
un inhibidor de la NOS. También aplicaron a estos tres grupos, 60 g de fuerza con un
resorte cerrado niquel-titanio (NiTi) de 5 mm entre el incisivo superior y el primer molar
durante 13 dias. Obtuvieron resultados significativos, su conclusion fue que la inyeccion
de L-Arg incremento la remodelacion 6sea y el OTM, mientras que el inhibidor de NO
condujo a una disminucion del OTM. También observaron que el NO disminuyo la
reabsorcion de la superficie radicular de los érganos dentarios sometidos a fuerzas
ortoddnticas. A nivel histologico, el grupo con L-Arg aumento el nimero de osteoclastos
gue rodeaban al diente sometido al movimiento de ortodoncia y la inhibicion de la
produccion de NO tuvo un efecto opuesto en el nUmero de osteoclastos (46).

Ese mismo afio 2002 Hayashi et al., usaron 22 ratas Wistar, sometieron a 165mN sus
primeros molares con resortes NiTi de 0.012”, por 21 dias e inyectaron cada tercer dia,
de forma subperiéstica en la zona del primer molar, NG-nitro-L-arginina metil éster HCI,
un inhibidor general de la actividad de la NOS. Obtuvieron una reduccion de relevancia
en el movimiento dental, llegaron a la conclusion que el NO es un mediador bioquimico
importante en la respuesta del tejido periodontal a la fuerza ortodéncica y se produce
principalmente a través de la actividad del NOS constitutivo (47).

Akin et al., en el 2004 requirieron una muestra mas grande, empleando 54 ratas Sprague-
Dawley divididas en 3 grupos dependiendo del principio activo inyectado de forma
subperidstica en zona de incisivos superiores: Control, L-Arg e inhibidor, cada 12 horas.
Aplicando 20 g de fuerza reciproca a los incisivos con un resorte de acero 0.35 mm. Ellos
utilizaron éster metilico de N-nitro-L-arginina (L-NAME) como inhibidor de la NOS. Las
ratas se sacrificaron al quinto dia del experimento. Se disecaron sus premaxilares y se
obtuvieron secciones de tejido de los tercios coronal, medio y apical de las raices de los
incisivos. En sus resultados reportaron que los osteoclastos multinucleares, las lagunas
de Howship, la vascularizacion capilar y el movimiento dental ortodéncico aumentaron
significativamente en los grupos L-Arg en comparacién con los grupos L-NAME y de
control (48).

En 2022, Sun et al., utilizaron 24 ratones macho C57BL/6J, los cuales se dividieron
aleatoriamente en cuatro grupos: grupo control sin OTM, grupo OTM, grupo OTM+L-Arg

y OTM+L-NG-monometil arginina (L-NMMA) como inhibidor de la NOS. Se inyectaron de



forma subperiostica cada 2 dias por 7 dias. Observaron que el movimiento dental
disminuyo en el grupo de inhibidores de NOS mientras que se aumento en el grupo de L-
Arg. Llegaron a la conclusion que el NO participa en la regulacion del movimiento de los
dientes en el tratamiento de ortodoncia y ademas favorece a la formacion de hueso en el
lado tension del diente (49).

Souza et al. en 2016, evaluaron la efectividad de un hidrogel con L-Arg donde encontraron
que las concentraciones del 10 y 15% eran mas efectivos para la expresion de NOSi en
acelerar el proceso de cicatrizacion de heridas (50).

Kawasaki et al. en 2016 realizaron una pelicula de CH y CMC donde observaron en las
pruebas de traccion, adhesion celular y angulo de contacto, que la uniéon de estos dos
polimeros era estable, la resistencia mecanica fue adecuada y, por lo tanto, es un material
prometedor para aplicaciones biomédicas (51).

En 2016 Laffleur et al., pusieron a prueba a la CMC para saber si era un potencial
excipiente para la administracion bucal de farmacos. Esta se evalué respecto al efecto
mucoadhesivo y potenciador de la permeacion y la citotoxicidad, encontraron finalmente
que este polimero no mostré ningln efecto tdxico. Ademas, revel6 propiedades
mucoadhesivas mejoradas mediante el ensayo de traccion. Obtuvieron como
conclusiones que la CMC cumple con los requisitos como excipiente potencial de ser
mucoadhesivo y potenciador de la permeacion para la administracion bucal de farmacos
(52).

En 2019 Wang et al. elaboraron y caracterizaron una pelicula de
quitosano/curdlan/carboximetilcelulosa y observaron que, en comparaciéon con el CH
puro, las peliculas mezcladas exhibieron mejores propiedades mecanicas, permeabilidad
y estabilidad térmica. Ademas, los andlisis de luz visible, con microscopio electrénico de
barrido (SEM) y FTIR indicaron una buena compatibilidad entre CH y CMC (53).

Un estudio publicado en el 2020 de Nitti et al., nos da pauta a reafirmar que nuestra
propuesta de transportar a la L-Arg en el biopolimero quitosano es viable. Ya que ellos
encontraron una adecuada biocompatibilidad de la L-Arg y su efecto estabilizador en
esferas de quitosano. Este aminoacido mejord las propiedades fisicoquimicas en la
estructura del andamio, aumento la resistencia a la traccién y su médulo elastico; tuvo

también buena respuesta bioldgica, dio a los fibroblastos murinos una mayor capacidad
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de biocompatibilidad, resulté un buen modulador de las interacciones entre las células
objetivo y el andamio (54).

Wang et al. en 2020, prepararon una pelicula de CH modificada con Arg y nanopatrticulas
de oro (AuNP), pero investigaron su eficacia como material de apdsito para la
cicatrizacion de heridas. En base a sus resultados con FTIR, ellos confirmaron que la Arg
se injertd con éxito en el quitosano. Esta pelicula CH-Arg/AuNP resultante se caracterizo
mediante microscopia electronica de transmisién (TEM) y SEM. Observaron que la
modificacion de Arg y AUNP mejoro la hidrofilia, la resistencia mecénica y las propiedades
antibacterianas de la pelicula, lo que a su vez proporciond un entorno ideal mejorado para
la adhesion y proliferacion celular. Estos hallazgos acumulativos respaldan la viabilidad
de la union del CH y la L-Arg en una biopelicula (40).

Castello et al. en 2018 incorporaron glicerol a peliculas de CH, encontraron que aumento
la flexibilidad, hubo una mayor hidrofilicidad y absorcién de agua, un menor angulo de
contacto. Y concluyeron que la adicion de glicerol produce sistemas mas homogéneos

en concentraciones menores de 5% (28).

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

En la practica ortododntica, la eficiencia en el movimiento dental es un aspecto critico que
determina la duracion y efectividad del tratamiento. Acelerar el movimiento dental sin
comprometer la salud periodontal y sin aumentar la incomodidad del paciente es un
desafio constante. En la busqueda de métodos menos invasivos y comodos para acelerar
el OTM, encontramos en la literatura que utilizar precursores del NO resulta prometedor
para este fin, ya que este, ademas de tener diversas funciones fisiolégicas, también
participa como regulador en la remodelacion 6sea. La L-Arg es un aminoacido
semiesencial en nuestra dieta diaria, y funciona como precursor del NO. Sin embargo,
investigaciones reportan que al consumir L-Arg por via oral, un gran porcentaje de esta
es degradada por el intestino delgado en el metabolismo de primer paso y por lo tanto no
ingresa a la circulacion sistémica. Esto nos lleva a estudiar vias alternativas para que la

entrega de L-Arg sea efectiva y util para nuestro fin. Hasta el dia de hoy, solo se ha



reportado la inyeccion subperiostica de L-Arg en modelos murinos, obteniendo un
incremento en el OTM. Sin embargo, este método resulta invasivo y poco practico para
su aplicacion. Por ello, el presente estudio se enfoca en la elaboracion y caracterizacion
con pruebas fisicoquimicas y antimicrobianas de peliculas mucoadhesivas utilizando
quitosano, carboximetilcelulosa, glicerol como biopolimeros formando un sistema de
liberacion controlada para la L-Arg al 10%. La falta de estudios que aborden la eficacia 'y
seguridad de esta combinacion especifica plantea la necesidad de investigar sus

caracteristicas para su futura aplicacion en el tratamiento ortodéntico.

Pregunta de investigacion
¢Las peliculas de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol presentan propiedades
fisicoquimicas y antimicrobianas favorables para la liberacion de L-Arginina al 10%?

5. JUSTIFICACION

La tendencia actual de los procesos de ortodoncia es que se disminuyan los tiempos de
tratamiento, y asi mismo, evitar en gran medida los efectos indeseados. Sabemos que
existen multiples enfoques de aceleracion del OTM, entre los cuales se encuentran la
estimulacién por vibraciones, terapias con laser de baja intensidad, técnicas quirargicas,
entre otros. Sin embargo, planteamos una opcidon menos invasiva, mediante el uso de
peliculas mucoadhesivas. Los polimeros naturales han recibido una atencion
considerable durante las ultimas décadas como plataformas para la administracién bucal
de farmacos dada su capacidad para dosificarlos en regiones especificas y mejorar la
biodisponibilidad del farmaco. Se llevd a cabo un importante esfuerzo de investigacion
para identificar que el quitosano y la carboximetilcelulosa poseen multiples caracteristicas
como biocompatibilidad, biodegradabilidad y no toxicidad, que los convierte en
biopolimeros aptos para su uso en la formacion de estas peliculas mucoadhesivas con
propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas favorables para liberar L-Arg precursora del
NO, y este a su vez, promueva a la aceleracion del OTM y sea un mecanismo prometedor

para acortar los tratamientos ortoddnticos y reducir los posibles dafios secundarios.
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6. HIPOTESIS

Hipétesis cientifica (Hi): La pelicula de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol si
presentan propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas favorables para la liberacion de
L-Arginina al 10%.

Hipotesis nula (Ho): La pelicula de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol no presentan
propiedades fisicoquimicas y antimicrobianas favorables para la liberacion de L-Arginina
al 10%.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general
e Evaluar las propiedades fisicoquimicas y la actividad antimicrobiana de una
pelicula de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol para la liberacion de L-arginina
al 10%.

7.2. Objetivos especificos

¢ l|dentificar las interacciones entre los grupos funcionales mediante FTIR.

e Determinar el tiempo de desintegracion de la pelicula por el método de la placa
petri en saliva artificial a 37°C.

e Determinar el grosor con imagenes obtenidas en SEM.

e Describir la microestructura y porosidad superficial de la pelicula mediante
imagenes de SEM.

e Determinar la rugosidad mediante microscopio de fuerza atébmica (AFM).

e Obtener el porcentaje de alargamiento a la rotura con maquina de pruebas
universales (Instron).

e Obtener el indice de hinchamiento mediante la técnica de swelling con saliva
artificial a 37°C al 1 min, 5 min, 30 min, 1 hy 2 h.

e Medir angulo de contacto con imagenes obtenidas con réflex lente macro.



e Cuantificar pH del medio durante la liberacion de la L-Arg con potenciometro al
contacto, al 1 min, 5 min, 30 min, 1 hy 2 h.
e Evaluar la actividad antimicrobiana de pelicula en cepa de S. mutans mediante el

conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).

8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Disefio del estudio

Experimental, longitudinal, descriptivo e in vitro.

8.2. Poblacion y muestra

Basado en el articulo de Alaei et al. en 2021, donde las peliculas a evaluar comparten
caracteristicas similares a las de este estudio, todas las pruebas fisicoquimicas se
realizaron por triplicado (n = 3) y los datos se informan como valores medios. Por la
naturaleza de este trabajo, no es necesario tener una n mayor, ya que las peliculas son
sintetizadas con la misma formulacion (41).

Los grupos se dividen en dos; grupo control, que seran las peliculas elaboradas sin en
el principio activo y en el grupo experimental con peliculas con el 10% de L-Arg. En la
tabla 2 se describen estos grupos. Se llevo a cabo un tipo de muestreo no probabilistico

por conveniencia.

Tabla 2. Grupos de estudio. Fuente propia.

Grupo Descripcion
Control Peliculas de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol sin L-Arg
Experimental Peliculas de quitosano/carboximetilcelulosa/glicerol/L-Arg al 10 %

8.3. Criterios de seleccion
8.3.1. Inclusion
Peliculas elaboradas recientes, no mayor a 15 dias.
Peliculas del mismo grosor.
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8.3.2. Exclusién

Peliculas cuya mezcla no fue homogénea.

8.3.3. Eliminacién

Peliculas que se rompieron y/o contaminaron.

8.4. Variables

Las variables de este estudio se describen en la tabla 3, incluyendo su definicion

conceptual, definicién operacional, escala y categoria.

Tabla 3. Variables. Fuente propia.

. L Definicion .
Variable Definicion conceptual ) Escala Categoria
operacional
] Mezcla de CH, CMC :
Pelicula delgada que . ' ' Ordinal,
] ) 7 glicerol y L-Arg, que, al o .
Peliculas contiene el farmaco a , cuantitativa, |Independiente
: secarse, se obtiene una .
liberar g razon, gramos
pelicula
Aminoacido . . Cuantitativa,
. . . Medicion en porcentaje del . : .
L-Arginina | semiesencial precursor . razon, continua, | Independiente
. o aminoacido en la mezcla .
del 6xido nitrico porcentaje
Técnica para identificar e
: Identificacion de las
los grupos funcionales . . oL
1 interacciones entre los Cuantitativa,
en muestras sélidas y : . . :
FTIR grupos funcionales de los |razon, continua,| Dependiente

liquidas, utiliza energia
del infrarrojo para su
andlisis

componentes presentes en
peliculas

numerico (cm-1)

Desintegracion

Deshacer un material
poniendo fin a la union
de sus componentes

Registro del tiempo
necesario para que la
muestra de pelicula se
disuelva visualmente

Cuantitativa,
razén continua,
minutos

Dependiente

Grosor

Dimension mas
pequeiia de un cuerpo
de tres dimensiones

Medicion de dimensiones
del borde de la pelicula
mediante las imagenes
obtenidas del SEM en el

Software AxioVision

Cuantitativa,
razon, continua,
micras

Dependiente

Microestructura

Aspectos morfoldgicos
microscopicamente

Descripcion de la morfologia
y microestructura de la
superficie de las peliculas
mediante imagenes
obtenidas del SEM en el
Software AxioVision

Cualitativa
nominal

Dependiente




Espacios vacios en la Conteo de poros presentes Cuantitativa,
Porosidad estructura de un boros p razén, continua,| Dependiente
: en las peliculas ,
material micras
micr\(/Jerlr::;(r:ilggs?Zn la Medicion de la rugosidad Cuantitativa,
Rugosidad superficie de un superficial de las peliculas |razén, continua,| Dependiente
P material mediante AFM micras
Deformacion méxima que
Porcentaje de Resistencia de la sufre una pelicula antes de Cuantitativa
alargamiento a pelicula contra la que falle o se rompa en la orcenta‘e, Dependiente
la rotura deformacién maquina de pruebas P J
universales (Instron)
Medicion del peso de la o
- Incremento de volumen| - g Cuantitativa,
Indice de . . pelicula antes y después de . . :
: . debido a la retencion de : . razén, continua,| Dependiente
hinchamiento ser sumergida en saliva .
agua P porcentaje
artificial
Angulo que forma la . .
Angulo de superficie de un liquido Medicion d_eI ang_u_lo_ de una Cuantitativa, .
gota de saliva artificial hacia Dependiente
contacto al entrar en contacto . grados
con un solido las peliculas
Coeficiente que indica Medicion resultante del
ol arado deqaci dez o potenciometro, donde los Cuantitativa,
pH del medio b%sicidad de una valores del pH varian en [razén, continua,| Dependiente
solucion acluosa una escala que va de 0 numerico
hasta 14
Actividad Capamdad_pgra Inhibir Conteo de UFC en cultivos Cuant[tgtwa, ,
e . el crecimiento numerica, Dependiente
antimicrobiana . : de cepa S. mutans
microbiano (UFC/ml)

8.5. Concordanciay fiabilidad

Se capacité al investigador por expertos en cada uno de los procedimientos. En la

elaboracién de la pelicula, los reactivos se midieron con instrumentos de laboratorio

calibrados y en buen estado. Se entrend para realizar las pruebas de caracterizacion con

los diferentes equipos, la cuales fueron realizadas cada una por triplicado. Para

determinar la concordancia intra e inter observador se utilizé el Coeficiente de correlacion

intraclase o R? de Pearson.

8.6. Ubicacion espacio-temporal

El presente estudio se llevd a cabo en la Facultad de Estomatologia de la Benemérita

Universidad Autonoma de Puebla (FEBUAP), asi como en la Direccion de Innovacion y

Transferencia de Conocimiento (DITCo), el Laboratorio Multidisciplinario FEBUAP vy el
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Laboratorio de Biomateriales FEBUAP. En el periodo comprendido de agosto 2023 a
diciembre 2024.

8.7. Procedimientos, técnicas y fuentes de recolecciéon

Consistio en 3 fases:

1. Elaboracioén de peliculas al 10% de L-Arg y sin L-Arg
2. Pruebas de caracterizacion

3. Prueba microbioldgica

8.7.1. Técnica de elaboracion de peliculas

Hasta el momento, la literatura cientifica no ha documentado la elaboracién de peliculas

mucoadhesivas con base en CH/CMC y L-Arg orientados a la aceleraciéon del tratamiento

ortoddncico. En este contexto, se optd por adaptar el método de preparacion de peliculas

descrito por Musazzi et al. empleando el método “solvent casting” por su fécil

reproduccion y bajo costo (39). Ademas, se incorporo glicerol como plastificante, como lo

reportado en la literatura (28-29). A continuacion, se describe el proceso de elaboracién

de las peliculas.

Se pesaron en la balanza analitica Ohaus AV114 Adventurer Pro (Ohaus Corporation,
Parsippany, NJ, USA) correctamente calibrada todos los reactivos a utilizar.

Se solubilizaron 0.75 g de carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Burlington, MA, USA) 0.75% en 25 ml de agua destilada a 25°C.

Al obtener una mezcla homogénea, se le agregé 1g de quitosano de bajo peso
molecular (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Burlington, MA, USA) en agitacion de 350
revoluciones por minuto (rpm) hasta que se observd nuevamente una solucién
uniforme.

Se agregaron 2.675 g de L-Arg (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Burlington, MA, USA),
gue representa el 10%, en agitacién de 350 rpm hasta que se logré observar en una
sola fase.

Se incorporé a la mezcla 0.5 ml de glicerol (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Burlington,
MA, USA).

Se realiz6 un vaciado de 2 ml de la solucidén con una jeringa milimétrica en cajas Petri

de 9 cm de didmetro, y se procedi6é a su secado a temperatura ambiente.



e Alos 6 dias se observaron homogéneas y secas, listas para realizar las pruebas de

caracterizacion. El proceso se resume en la figura 9.
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5 todos los reactivos = = carboximetilcelulosa (Sigma-Aldrich)
o T " -
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Figura 9. Pasos para la elaboracion de peliculas con L-Arg al 10%. Fuente propia

e Este procedimiento se repitid para el grupo control, pero sin la incorporacién de la L-
Arg.

e Posteriormente se cortaron de manera estandarizada de 6 mm de diametro, con un
area de superficie de 28.27 mm?2, lo cual se definird como una unidad de dosis Unica

para las pruebas de caracterizacion, a excepcion de la prueba mecanica.

8.7.2. Pruebas de caracterizacion de peliculas

8.7.2.1. Interacciones entre los grupos funcionales
Por medio del método de FTIR se identificaron los grupos funcionales presentes
en las peliculas. Para esto se coloco y evalu6 una pelicula de cada grupo en la
celda infrarroja del espectrofotometro FT-IR Vertex 70v (Bruker Optics Inc.,
Billerica, MA, USA) el cual se encuentra en DITCo BUAP. Las muestras estuvieron

sometidas a una fuente de luz infrarroja, la cual hizo un barrido desde el nimero
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de onda de 4000 cm-1 hasta 1000 cm-1, en una temperatura de 26°C (40). Un

ejemplo del espectrofotbmetro utilizado se observa en la figura 10.

——

Figura 10. Ejemplo de Espectrofotdmetro FT-IR Vertex 70v (Bruker Optics Inc.,
Billerica, MA, USA). Fuente Blue Scientific, 2025.

8.7.2.2. Desintegracion
Se realiz6 por el método de caja Petri modificado de la literatura por Korelc et al.
con saliva artificial (pH: 6.8) a una temperatura constante de 37°C y con
agitaciones a 60 rpm simulando el medio oral. Se emple6 el uso de una parrilla de
calentamiento y agitacibn magnética Guardian 5000 (Ohaus Corporation,
Parsippany, NJ, USA). Las peliculas se recortaron de forma estandarizada,
midiendo 6 mm de didmetro (figura 11 A). Se colocaron en 5 mL de saliva artificial
(Viarden Lab, Mission, TX, USA) (figura 11 B). La desintegracion se definié como
la pérdida de la integridad estructural de la matriz polimérica. Esta se evalu6
mediante inspeccidn visual directa con ayuda de una camara réflex Canon EOS
550D (Canon Inc., Ota-ku, Tokio, Jap6n), equipada con lente macro, realizando un
registro fotografico periddico a intervalos definidos durante el ensayo. La
observacion se centré en la disolucién completa del material. Este procedimiento
se realizo por triplicado para cada formulacion. De acuerdo con los criterios
reportados en la literatura, si después de 12 horas la pelicula conservaba su

estructura sin evidencia de disolucion total, se clasific6 como no desintegrada (44).
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Figura 11. (A) Medida estandar de peliculas. (B) Saliva artificial (Viarden Lab,
Mission, TX, USA). (C) Método de caja Petri modificado de la literatura por Korelc
et al. (44) empleando 5mL de saliva artificial, 37 °C, 60 rpm. Fuente propia.

8.7.2.3. Grosor
Se midi6é el grosor en micras de las imagenes obtenidas del SEM JSM-5800LV
(JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japon) (figura 12). La preparacion de las peliculas
consistid6 en el recubrimiento de estas con oro, mediante un proceso de
pulverizacién catddica en dos ciclos consecutivos, con un intervalo de 30
segundos y una corriente de 45 mA, con el fin de crear una superficie conductora.
Las peliculas recortadas en la medida estandar de 6 mm de didmetro se colocaron
perpendiculares al soporte de la muestra en el SEM, como lo reportado por Han
et al. en su metodologia (75). Al obtener las imagenes de ambos grupos, se
empled el software ImageJ (Rasband W, National Institutes of Health, Bethesda,
MD, USA) vy se realizaron las medidas de 5 lugares diferentes y se calculo el

grosor promedio para cada una.

Figura 12. SEM JSM-5800LV (JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Jap6n). Fuente
propia.
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8.7.2.4. Microestructura y porosidad
Se describid mediante imagenes obtenidas del SEM JSM-5800LV (JEOL Ltd.,
Akishima, Tokyo, Japoén). Siguiendo el procedimiento antes mencionado de la
preparacion de muestras para el uso del SEM. Las peliculas recortadas en la
medida estandar (6 mm de diametro) se colocaron paralelas al soporte de la
muestra en el SEM para evaluar la microestructura superficial y la presencia o

ausencia de poros (75).

8.7.2.5. Rugosidad
Inicialmente se planted utilizar microscopia de fuerza atomica para esta prueba.
Han et al. lo definen como una de las herramientas de investigacion mas utiles y
emergentes para proporcionar la apariencia general de la superficie de una
membrana (75). Sin embargo, este enfoque resulté inadecuado debido a las
limitaciones del equipo. EI AFM de DITCo empleado en este estudio JSPM-5200
(JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japon) el cual se muestra en la figura 13 A, tiene un
rango de escaneo maximo de 3 um, lo que resulté ser extremadamente fino para
capturar la rugosidad de las peliculas en estudio, figura 13 B. Como consecuencia,

la imagen obtenida mostré un perfil a escalas nanométricas, que no refleja con

precision la verdadera rugosidad de estas peliculas, esto se observa en la figura
13 C.

5.50 x 5.50 um x

Image information

Ra= 281nm Rg= 322nm

Rzis = 17.0nm Rz= 184 nm
303 um?* Sratio = 100

Figura 13. (A) AFM de DITCo BUAP JSPM-5200 (JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japén).
(B) Cantilever de AFM con rango de escaneo maximo de 3 um. (C) Perfil obtenido con

rangos nanomeétricos. Fuente propia.



Dada esta limitacion, se optd por utilizar un medidor de rugosidad superficial
Surftest SJ-301 Series (Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Kanagawa, Japén),
mostrado en la figura 14 A. Este instrumento ofrece un rango de escaneo mas
adecuado para capturar la rugosidad a escalas biolégicamente relevantes. Para
realizar las mediciones, las peliculas se fijaron con cinta adhesiva de doble cara
paralela a la punta del rugosimetro (figura 14 B). Se calcularon los valores
promedio de tres medidas para ambos grupos de peliculas. Esta metodologia

permitié una evaluacion mas exacta y representativa de la rugosidad superficial de

las peliculas mucoadhesivas orales.

Figura 14. (A) Surftest SJ-301 Series (Mitutoyo Corporation, Kawasaki,
Kanagawa, Japon). (B) Método utilizado con cinta doble cara paralela a punta de

rugosimetro. Fuente propia.

8.7.2.6. Porcentaje de alargamiento a la rotura
Se obtuvo mediante el uso de una maquina de pruebas universales Instron 5567
(Instron Corporation, Norwood, MA, USA) (figura 15 A) a una velocidad de cabezal
de 5mm/min hasta su ruptura, tal como se observa en la figura 15 C. Todas las
muestras se cortaron en la forma estandar rectangular de 150 mm y un ancho de
10 mm (figura 15 D), siguiendo los parametros establecidos por la norma ISO 527-
3 y ASTM D882 para peliculas delgadas menores a 1 mm de espesor (56). Se

empleo siguiente ecuacion (60):

Aumento de la longitud en el momento de la rotura x 100

% de alargamiento a la rotura = Longitud inicial

Se realizaron 3 pruebas de cada grupo de peliculas, como lo dicta el estandar para
materiales isotropicos y se calcul6 el promedio para cada grupo.
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150 mm

25mm

Figura 15. (A) Maquina de pruebas universales Instron 5567 (Instron Corporation,
Norwood, MA, USA). (B) Pelicula colocada en posicion inicial. (C) Pelicula
llevada a la rotura. (D) Medidas establecidas por norma ISO 527-3 y ASTM D882
(56). Fuente propia.

8.7.2.7. indice de hinchamiento
Se determiné de acuerdo con el método swelling descrito en la literatura (55),
utilizando saliva artificial (Viarden Lab, Mission, TX, USA) con pH: 7.54 a una
temperatura constante de 37°C, para asimilar las condiciones de la cavidad oral
utilizando una parrilla de calentamiento y agitacion magnética Guardian 5000
(Ohaus Corporation, Parsippany, NJ, USA). Las peliculas se recortaron de forma
estandarizada de 6 mm de didmetro. En una balanza analitica Ohaus AV114
Adventurer Pro (Ohaus Corporation, Parsippany, NJ, USA) (figura 16 A) se pes6
la pelicula antes (m,) y después (m,) de ser inmersa en 5 ml de saliva artificial en
los distintos intervalos del tiempo: a los 5 minutos y 1 hora, después de eliminar el
exceso de saliva de su superficie utilizando papel filtro, se observa un ejemplo de

secuencia en la figura 16 B, C y D. Para calcular el indice, se utiliz6 la formula:

, . . i m2 - m1
Indice de hinchamiento = — x 100
1

Se replico la prueba 3 veces por cada grupo y los valores medios se tomaron como

indice de hinchamiento.



Figura 16. (A) Balanza analitica Ohaus AV114 Adventurer Pro (Ohaus

Corporation, Parsippany, NJ, USA). (B) Ejemplo del procedimiento de pesaje
inicial de una pelicula antes de ser inmersa en saliva artificial. (C) Pesaje a los 5
minutos de ser inmersa en saliva. (D) Pesaje 1 hora después de ser inmersa en

saliva. Fuente propia.

8.7.2.8. Angulo de contacto

Se midié con el método modificado de la literatura por Wiphanurat et al. (58) con
imagenes obtenidas con camara réflex Canon EOS 550D equipada con lente
macro de (Canon Inc., Ota-ku, Tokio, Japén) (figura 17 A), se utilizaron peliculas
recortadas estandarizadas de 6 mm de didmetro. Se dejaron caer gotas (3 yl) de
saliva artificial (Viarden Lab, Mission, TX, USA) sobre la superficie de la muestra
en condiciones ambientales. Y posteriormente se realizaron las mediciones
angulares de cada muestra con el software ImageJ (Rasband W, National
Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) (figura 17 B).

ImageJ

Image Processing & Analysis in Java

¢ ImageJ H Ll ﬁ
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
B Ql2|of< 4|+ |A|a O] 2pelsufua) 4| 4|6 7] |»

ImageJ 1.38e / Java 1.5.0_09

Figura 17. (A) Canon EOS 550D (Canon Inc., Ota-ku, Tokio, Japon)
(B) Software ImageJ (Rasband W, National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA). Fuente propia.

31



8.7.2.9. pH del medio
Se cuantifico el pH del medio durante la liberacion de la L-Arg con un
potencidmetro de mesa Roca PHS-3CU (Shanghai Yueping Scientific Instruments
Co., Ltd., Shanghai, China) (figura 18 A), haciendo una modificacion a la técnica
reportada por Korelc et al.,, se utilizaron peliculas recortadas de forma
estandarizada de 6 mm de didmetro y se coloco en un vaso de precipitados con 5
mL de saliva artificial (Viarden Lab, Mission, TX, USA) (pH: 7.08) a una
temperatura de 25.3°C (figura 18 B). Se realizaron las mediciones al contacto, al
minuto, 5 minutos, 30 minutos, 1 hora y 2 horas. Este experimento se realizé por

triplicado en cada grupo y se obtuvieron las medias por grupo.

(A)

Figura 18. (A) Potenciometro de mesa Roca PHS-3CU (Shanghai Yueping
Scientific Instruments Co., Ltd., Shanghai, China). (B) Medicion inicial del medio
de saliva artificial (Viarden Lab, Mission, TX, USA) pH 7.08. Fuente propia.

8.7.3. Actividad antimicrobiana

Se realiz6é un ensayo microbiolégico en medio liquido de infusion cerebro corazon (BHI)
(BD, Franklin Lakes, NJ, USA) bajo condiciones controladas. Primeramente, las peliculas
de cada grupo fueron recortadas en discos de 6 mm de diametro. Posteriormente, se
esterilizaron mediante exposicion a luz ultravioleta (UV) en una cabina de bioseguridad
clase Il (Labconco Corporation, Kansas City, MO, USA) durante 20 minutos por cada
lado. Para verificar su esterilidad, se colocaron gotas de 25 pL sobre placas con medio
BHI sdlido (BD, Franklin Lakes, NJ, USA) las cuales se incubaron a 37 °C en condiciones

anaerobicas durante 24 horas. La ausencia de crecimiento microbiano confirmo la



esterilizacion adecuada de las membranas. Para la preparacion del inoculo bacteriano,
se utilizé una cepa de S. mutans cultivada en medio BHI liquido. El in6culo se ajusto a
una densidad oOptica de 0.05, correspondiente a una concentracion aproximada de 7.52
+ 0.4 Log UFC/ml, de acuerdo con un promedio de cinco repeticiones. Se distribuyeron
tres grupos; S. mutans en medio BHI sin peliculas, S. mutans en presencia de pelicula
control y S. mutans en presencia de pelicula experimental con L-Arg al 10 %. Para cada
condicion se utilizaron tubos con 5 ml de medio BHI liquido con el inéculo ajustado (0.05).
Las muestras se incubaron durante 24 horas a 37 °C en condiciones anaerobicas. Tras
la incubacion, se evalud el crecimiento bacteriano mediante la determinacion de unidades
formadoras de colonia (UFC/ml) por el método de “Goteo en placa por sellado masivo”,
descrito por Corral-Lugo et al. (57). Las placas se incubaron durante 24 horas a 37 °C en
condiciones anaerobicas, y posteriormente se realiz6 el recuento de colonias. Todas las
pruebas fueron realizadas por quintuplicado para asegurar la reproducibilidad y

confiabilidad de los resultados.

8.8. Analisis estadistico
Se reportd una estadistica descriptiva. En la tabla 4 se describe la estadistica aplicada
por variable.

Tabla 4. Estadistica por variable.

Variable Estadistica correspondiente
Peliculas No aplicable
FTIR Descriptiva
Desintegracion Descriptiva
Grosor Descriptiva
Microestructura Descriptiva
Porosidad Descriptiva
Rugosidad Descriptiva
Porcentaje de alargamiento a la rotura Descriptiva
indice de hinchamiento Descriptiva
Angulo de contacto Descriptiva
pH del medio Descriptiva
Actividad antimicrobiana Descriptiva
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9. RESULTADOS

9.1. Interacciones de los grupos funcionales

Se realizdé un andlisis por FTIR con el objetivo de identificar los grupos funcionales
presentes en las peliculas del grupo control y del grupo experimental. Las muestras
fueron evaluadas en un espectrofotdmetro con un rango espectral de 4000-849.56 cm™.
En la figura 19 se presentan los espectros correspondientes, donde el grupo control se
representa en color azul y el grupo experimental en color rojo.

Ambos espectros mostraron sefiales caracteristicas de los componentes poliméricos,
como una banda ancha en la region de 3500-3000 cm™ —OH y —NH, bandas en 2920-
2880 cm™ C-H, y sefales en 1650-1550 cm™ C=0 y NH, ademas de bandas intensas
entre 1150-1020 cm™ C-O y C-O-C. Sin embargo, el grupo experimental presentd
diferencias notables con respecto al control, como un aumento de intensidad en la region
de 3300-3100 cm™y ligeros desplazamientos en bandas alrededor de 1630 y 1400 cm™,
lo cual sugiere la incorporacion de L-Arg a la matriz polimérica, debido a las vibraciones
de deformacion de los grupos amino y guanidina (40).
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Figura 19. Espectro FTIR de (A) grupo control, (B) grupo experimental. Fuente propia.



9.2. Desintegracion

La integridad estructural de las peliculas fue monitoreada a lo largo del ensayo de
desintegracion mediante observacién directa y registro fotogréafico en distintos intervalos
de tiempo. En la tabla 5 se presentan los resultados de cada formulacién, indicando si las
peliculas conservaron su estructura o mostraron evidencia de desintegracion.

En la figura 20 se ilustran los cambios visuales en las peliculas correspondientes a los
distintos grupos experimentales después de haber sido expuestas al medio simulado
durante 12 horas. En todos los casos, se documento el aspecto superficial y estructural
mediante imagenes obtenidas con la camara réflex Canon EOS 550D (Canon Inc., Ota-
ku, Tokio, Japdn).

Las tres réplicas de cada grupo experimental conservaron una matriz coherente al
término del periodo de observacién (12 horas), sin presentar disolucion completa ni
ruptura significativa de la estructura polimérica. De acuerdo con los criterios establecidos,

estas muestras fueron clasificadas como no desintegradas.

Tabla 5. Resultados de prueba de prueba de desintegracion.

0 minutos 1 hora 8 horas 12 horas | Desintegradas

- - - - - No
rupo

P - - - - No
control

- - - - No

G - - - - No
rupo

_ - - - - No

experimental
- - - - No
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Figura 20. Peliculas en saliva artificial a 37° C. Fuente propia.

9.3. Grosor

En la figura 21 A y B se presentan las imagenes de alta resolucion obtenidas del SEM
con una magnificacion de x100, perpendiculares al soporte de las peliculas y medidas en
el software ImageJ (Rasband W, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) en 5
lugares distintos, obteniendo un promedio por grupo. En las pelicula del grupo control se
obtuvo un grosor promedio de 251 ym y en la del grupo experimental un promedio de 158

MM, siendo este Ultimo de espesor menor. En tabla 6 se muestran estos resultados.

Tabla 6. Resultados de mediciones y promedios obtenidos por grupo

1 2 3 4 5 Promedio
Grupo
316 um 288 um 238 um 214 uym 202 um 251.6 um
control
Grupo

) 152 ym 148 pym 176 pym 188 um 128 uym 158.4 ym
experimental




148um 176pm

$522 Ty SEI 20KV~ WDSmm  $828 1

Area  |Mean |Min [Max [Angle [Length |Area  [Mean |Min |[Max [Angle |Length
636.000 74994 71 113 -90 316.000 308.000 69.325 56 100 -90 152.000
580.000 79703 71 136 -90 288.000 300000 85680 56 118 -90 148.000

480.000 79525 71 137 -90  238.000 356.000 82449 60 163 -90  176.000
432000 7779 71 177 -90 214.000 380.000 82211 61 255 -90 188.000

408000 75706 70 106 -90 202000 260000 76585 58 131 -90  128.000
Figura 21. Imagenes SEM de la seccion transversal de membranas

B WN -
Ul W —

(A) Mediciones realizadas en pelicula de grupo control. (B) Mediciones realizadas en

pelicula de grupo experimental. Fuente propia.

9.4. Microestructuray porosidad

Las figuras 22 y 23 son las imagenes de alta resolucion obtenidas del SEM de la pelicula

control y experimental respectivamente, con tres distintas magnificaciones; x100 (A),
x1000 (B), x2000 (C).

Figura 22. Imagenes de alta resolucion del SEM de la superficie de pelicula control.
(A) Magnificacién x100, microestructura asimétrica, con multiples irregularidades.
(B) Magnificacién x1000, superficie lisa con ciertas depresiones y desniveles.
(C) Magnificacién x2000, se observa mas uniformidad y la ausencia de poros.
Fuente propia.
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Figura 23. Imagenes del SEM de la superficie de pelicula experimental.

(A) Magnificacién x100, superficie uniforme, con pocas irregularidades alargadas.
(B) Magnificacion x1000, superficie lisa con ciertas proyecciones irregulares.
(C) Magnificacion x2000, microestructura con proyecciones, lisa y sin poros.

Fuente propia.

9.5. Rugosidad

Se muestra en la figura 24 los resultados obtenidos del perfil de una pelicula con el AFM
de DITCo, el cual tuvo la limitante por su cantiliever el cual posee un rango de escaneo
maximo de 3 um, lo que arrojé datos nanométricos e irreales de la rugosidad de las

peliculas en estudio.

5.50x5.50 um x 19.1 nm

Image information

Ra= 261 nm Rg= 322 nm
Rzjis = 17.0nm Rz = 184 nm
S= 303 um? Sratio = 1.00

Figura 24. Perfil obtenido de rangos nanométricos de AFM de DITCo BUAP
JSPM-5200 (JEOL Ltd., Akishima, Tokyo, Japon). Fuente propia.

Al utilizar el medidor de rugosidad superficial Surftest SJ-301 Series (Mitutoyo
Corporation, Kawasaki, Kanagawa, Japon) se obtuvo un rango mas adecuado y

representativo de la rugosidad superficial de las peliculas mucoadhesivas orales. En la



tabla 7 se vaciaron las medias obtenidas de las pruebas triplicadas por grupo; rugosidad
media aritmética (Ra), amplitud media (Rz) y rugosidad media cuadratica (Rq). En la
figura 25 se muestra un ejemplo por grupo de las graficas arrojadas por el medidor de
rugosidad superficial.

Tabla 7. Medias obtenidas de pruebas por triplicado de grupos de estudio.

Grupo control Grupo experimental
Ra= 7.58 um 7.46 pm
Rz= 34.50 pm 38.08 pm
Rg= 8.95 um 9.42 pym

Figura 25. (A) Grafica obtenida del perfil de rugosidad de una pelicula del grupo control,

observandose los picos aquellos que se elevan y los valles los que bajan. (B) Grafica
obtenida del perfil de rugosidad de una pelicula del grupo experimental con sus picos y

valles. Fuente propia.

9.6. Porcentaje de alargamiento a la rotura

Esta prueba representa un parametro mecanico importante para evaluar la ductilidad de
las peliculas. Los resultados obtenidos por la maquina de pruebas universales Instron
5567 (Instron Corporation, Norwood, MA, USA) se enumeran y promedian en las tablas
8yo.
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Tabla 8. Resultados arrojados por maquina de pruebas universales Instron 5567

(Instron Corporation, Norwood, MA, USA) de las 3 peliculas del grupo control.

Longitud _ Extension en carga de | Deformacion en carga
o Carga de pico de _ o _ o
inicial o pico de la maquina de pico de la maquina
la maquina (N)
(mm) (mm) (%)
1 100 0.93 31.73 31.73
2 100 0.98 32.17 32.17
3 100 1.13 35.85 35.85
Promedio 1.01 33.25 33.25

Tabla 9. Resultados arrojados por maquina de pruebas universales Instron 5567

(Instron Corporation, Norwood, MA, USA) de las 3 peliculas del grupo experimental.

Longitud _ Extension en carga de | Deformacion en carga
" | Cargadepicode | - _ o
inicial o pico de la maquina de pico de la maquina
la maquina (N)
(mm) (mm) (%)
1 100 1.20 37.74 37.74
2 100 1.30 40.43 40.43
3 100 1.32 40.81 40.81
Promedio 1.27 39.66 39.66

9.7. indice de hinchamiento

El peso y porcentaje de hinchamiento de las peliculas del grupo control y experimental
sumergidas en saliva artificial se evalu6 a los 5 minutos y 1 hora desde el contacto inicial.
Los resultados, obtenidos tras realizar la prueba tres veces por grupo, se expresaron
como promedio y se muestran en la tabla 10. En la figura 26 se evidencian los cambios
visuales en las peliculas en los intervalos de tiempo correspondientes con imagenes

obtenidas de camara réflex Canon EOS 550D (Canon Inc., Ota-ku, Tokio, Japon).



Tabla 10. Media de peso e indices de hinchamiento de peliculas de grupo control y

experimental.

indice de o
Peso Peso a los ) ) indice de
o ' hinchamientoa | Pesoal | .
inicial 5 minutos ' hinchamiento a
© © los 5 minutos hora (g) 1 hora (%)
ora (%
g g (%)
CruPo 1 6 0164 | 0.0291 77.50 0.0570 246.95
control
Grupo | 40181 | 0.3008 70.25 0.0893 392.71
experimental

Grupo control Grupo experimental

Figura 26. Fotografias comparativas de peliculas control y experimental sumergidas en
saliva artificial en los distintos intervalos del tiempo; 5 minutos y 1 hora con camara

réflex Canon EOS 550D (Canon Inc., Ota-ku, Tokio, Japén) . Fuente propia.

9.8. Angulo de contacto

La figura 27 muestra las fotografias y mediciones angulares del contacto de una gota de
saliva artificial sobre la superficie de la pelicula de grupo control (A) y del grupo
experimental (B) con el software ImageJ (Rasband W, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA).
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50.838°

Figura 27. (A) Medida obtenida del &ngulo de contacto de pelicula control = 58.838°.
(B) Medida obtenida del angulo de contacto de pelicula experimental = 36.794°.

Fuente propia

9.9. pH del medio

El pH se evalué en un medio que consistio de saliva artificial (Viarden Lab, Mission, TX,
USA) con pH inicial de 7.08 a una temperatura constante de 25.3°C. El cambio de pH fue
registrado al permanecer las peliculas 1 minuto, 5 minutos, 30 minutos, 1 horay 2 horas.
Este experimento se realizd por triplicado en cada grupo y se obtuvieron las medias por

grupo, las cuales se presentan en la tabla 11 y la gréfica 1.

Tabla 11. Resultados promedio de pruebas triplicadas por grupo en los distintos

intervalos de tiempo.

pH al
) pHalos5 | pHalos30 | pHal pHa?2
pH minuto ) )
o minutos con | minutos con | hora con | horas con
inicial con i i ) i
) pelicula pelicula pelicula | pelicula
pelicula
Grupo
7.08 7.09 7.11 7.14 7.19 7.22
control
Grupo
_ 7.08 7.22 7.30 7.58 7.82 8.02
experimental




pH

H
o

13
12
11
10
° 7.82 8.02
8 7.08 7.22 7.3 7.58
; 7.08 7.09 7.11 7.14 7.19 7.22
5
4
3
2
1
0
0 min 1 min 5 min 30 min 1hr 2 hr
Control L-Arg

Gréfica 1. Comparativa pH promedios obtenidos de ambos grupos por intervalos de
tiempo.

9.10. Actividad antimicrobiana

Se evaluo el crecimiento de S. mutans en medio BHI liquido durante 24 horas a 37°C en
condiciones anaerdbicas, en presencia de peliculas del grupo control y del grupo
experimental con L-Arg. Se parti6 de un in6culo con una densidad éptica de 0.05,
correspondiente a una carga bacteriana de 7.52 + 0.4 Log UCF/ml (valor promedio de
cinco repeticiones) como valor basal. Se plasman los resultados obtenidos en la tabla 12

y en la figura 28 las imagenes demostrativas de la prueba microbiologica.
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Tabla 12. Resultados promedio del logaritmo de UFC/ml de S. mutans de cinco

repeticiones.

Log. del No. de UFC/mi Densidad optica
S. mutans 7.41 +0.23 0.27
S. mutans + pelicula control 7.3+0.27 0.1
S. mutans + pelicula L-Arg 10% 7.65+0.12 0.7

Figura 28. Resultados prueba antimicrobiana. (A) Control del medio BHI con peliculas,
densidad 6ptica en membrana control 0.11 y experimental 0.15. (B) Comprobacion de
esterilidad de las peliculas en medio sélido BHI. (C) Crecimiento de S. mutans solo y en
presencia de peliculas control y con Arginina. (D) Placas de BHI sdlido con S. mutans
solo. (E) Placas de BHI sdlido con S. mutans y en presencia de pelicula control.

(F) Placas de BHI sdlido con S. mutans y en presencia de pelicula experimental.
Fuente propia.



10.DISCUSION

La optimizacién de los tratamientos ortodoncicos, en términos de eficacia y duracién, ha
sido una de las principales motivaciones en la busqueda de nuevas alternativas
terapéuticas. En este contexto, la L-Arg ha sido de interés debido a los resultados
alentadores observados en los estudios realizados en modelos murinos (46-49). Sin
embargo, su potencial aplicaciébn en humanos continda sin ser plenamente explorada. Es
por ello, que el presente estudio se centrd en la elaboracion de peliculas mucoadhesivas
de quitosano, carboximetilcelulosa y glicerol con la incorporacién de la L-Arg al 10% y en
su caracterizacion con diversas pruebas fisicoquimicas y antimicrobianas, las cuales
fueron; interaccion entre sus grupos funcionales, desintegracion, grosor, microestructura,
porosidad, rugosidad, porcentaje de alargamiento a la rotura, capacidad de hinchamiento,
angulo de contacto, pH del medio y actividad antibacteriana. A continuacion, se analizan
y discuten los resultados obtenidos a partir de dichas pruebas, los cuales fueron
contrastados con la literatura cientifica, lo que permiti6 establecer su relevancia,

limitaciones y el posible impacto clinico de estas peliculas en el &mbito de la ortodoncia.

10.1. Interacciones de los grupos funcionales

El andlisis por FTIR permiti6 confirmar la presencia de los grupos funcionales
caracteristicos de los componentes utilizados en la formulacion de las peliculas, asi como
evidenciar diferencias estructurales atribuibles a la incorporacion de L-Arg en el grupo
experimental.

En el espectro correspondiente al grupo control se observaron bandas tipicas que
coinciden con las reportadas por Indriyati et al. en peliculas poliméricas similares (81).
Destaca una banda ancha alrededor de 3278 cm™, correspondiente a las vibraciones de
estiramiento de los grupos —OH y —NH,, presentes en el quitosano, la carboximetilcelulosa
y el glicerol. Las sefiales en 2923 cm™ y 2882 cm™ se atribuyen al estiramiento de
enlaces C—H alifaticos, mientras que el pico en 1642 cm™ puede asociarse al estiramiento
del grupo carbonilo C=0, correspondiente a la amida | del CH o a grupos carboxilos de
la CMC. Adicionalmente, la sefial en 1562 cm™ es indicativa del estiramiento del grupo
N-H (amida Il), mientras que las bandas en el intervalo de 1400 a 1375 cm™ reflejan

vibraciones de deformacién de grupos —CH, y —CH3; (53).
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En comparacion, el espectro del grupo experimental presentd variaciones significativas,
lo que sugiere una interaccion efectiva entre este aminoacido y la matriz polimérica. En
particular, se evidencié un incremento en la intensidad y anchura de la banda en la region
3300—-3100 cm™, lo cual puede atribuirse a la presencia de los grupos amino primario y
guanidino de la L-Arg, que intensifican las vibraciones asociadas a enlaces N-H y O-H
debido a la formacién de puentes de hidrégeno con los polimeros. Asimismo, se detectd
una ligera modificacion en la sefial cercana a los 1620 cm™, que podria relacionarse con
el grupo C=N de la estructura guanidinica, o bien con una alteracion en las interacciones
intermoleculares de los carbonilos y grupos amino, producto de enlaces i6nicos o de
hidrogeno (40).

Adicionalmente, se observaron cambios sutiles en la regién de 1400-1200 cm™, que
pueden estar asociados a interacciones electrostaticas entre los grupos carboxilo de la
L-Arg y los grupos amino del quitosano (54). Estas interacciones intermoleculares no sélo
evidencian la integracion quimica del principio activo en la matriz, sino que también
produjo modificaciones en la estructura molecular y generé un impacto en las
propiedades fisicas y quimicas de la pelicula, como se discute en los siguientes

apartados.

10.2. Desintegracién

La integridad fisica de una pelicula delgada para liberacién sostenida de un farmaco es
un factor crucial para su desempefio en el medio oral, asi como también durante la
fabricacion y manejo del producto (40). Uno de los parametros para evaluar esta
integridad de las peliculas fue la prueba de desintegracion, teniendo como objetivo
principal determinar la estabilidad estructural de las matrices poliméricas frente a un
entorno simulado de la cavidad oral durante un periodo prolongado. Los resultados
obtenidos mostraron que, tanto las peliculas del grupo control como las del grupo
experimental, no se desintegraron tras 12 horas de inmersion, manteniendo una matriz
coherente al finalizar el periodo de analisis. Esta observacion se mantuvo de manera
consistente en las tres repeticiones realizadas por cada grupo, lo que refuerza la
reproducibilidad del comportamiento observado. El hecho de que ambas formulaciones

conservaran su integridad estructural sugiere una adecuada interaccion entre los



polimeros principales, el quitosano y la carboximetilcelulosa, y el glicerol como
plastificante. De acuerdo con lo reportado por Castello et al., ademas de mejorar la
flexibilidad del sistema, el glicerol puede favorecer la formacién de enlaces
intermoleculares, lo que contribuye a una mayor cohesion y estabilidad de la matriz
polimérica (28). Este comportamiento estructural es congruente con estudios previos que
destacan la estabilidad de sistemas basados en quitosano (27, 40, 43, 44, 60) y de
quitosano con carboximetilcelulosa (51, 53) por su capacidad de formar peliculas
delgadas resistentes al medio humedo.

No obstante, otros estudios como el de Hachity et al., han reportado la desintegracion
completa en los primeros minutos de peliculas formuladas con biopolimeros bajo
condiciones similares, en donde utilizan concentraciones mas altas de glicerol, al 15% vy
20%, pero que, en concentraciones bajas de glicerol, al 1%, 3%, 5% y 10% fueron
reportadas como no desintegradas en un lapso de 24 horas. En ese sentido, la estabilidad
observada en las formulaciones de este estudio, que incluye un porcentaje bajo de
glicerol, puede indicar una composicion y procesamiento 6ptimo para aplicaciones que
demandan resistencia en entornos humedos como la cavidad oral.

La ausencia de desintegracién observada en las peliculas sugiere una liberacion
prolongada de la L-Arg, lo cual resulta fundamental para mantener concentraciones
terapéuticas eficaces en el sitio de aplicacion sin requerir reemplazos frecuentes. Esta
propiedad es relevante en el contexto de interés del presente estudio, donde se busca
que el biopolimero permanezca adherido a la mucosa bucal al menos 8 horas,
asegurando una accion sostenida.

Sin embargo, seria pertinente en futuros estudios ampliar el tiempo de evaluacion y
considerar mas condiciones dindmicas que simulen con mayor realismo el entorno bucal,
incluyendo, por ejemplo, la presion de los tejidos bucales como carrillos con los que

estaria en constante roce, si estd pensada a adherirse a la mucosa vestibular.

10.3. Grosor
La evaluacién del grosor de peliculas delgadas constituye un paradmetro critico en el
desarrollo de sistemas de liberacion mucoadhesiva destinados a la cavidad oral, ya que

dicho espesor se encuentra directamente relacionado con la precision de la dosis
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incorporada en la matriz polimérica, ademas de ser determinante para lograr una
adecuada bioadhesion (73). Asimismo, desde el punto de vista de la comodidad y la
practicidad de uso, Joshi et al., han establecido que una pelicula bucal ideal no debe
superar los 400 um de espesor, a fin de resultar imperceptible al usuario y poseer una
adhesividad adecuada que evite su desprendimiento de la mucosa oral (42).

En el presente estudio se observo que las peliculas del grupo control presentaron un
grosor promedio de 251 pm, mientras que las del grupo experimental un promedio
significativamente menor de 158 pym. Esta disminucién en el espesor podria atribuirse a
una buena interaccién entre los componentes de la matriz polimérica y la L-Arg, la cual,
al ser un aminoacido hidrofilico con grupos funcionales polares, podria haber interferidos
en la reticulacion y disposicion tridimensional de las cadenas de quitosano y
carboximetilcelulosa, resultando en una estructura mas compacta durante el secado
reduciendo el espesor final de la pelicula.

Estudios han reportado valores de grosor variables dependiendo de la composicion,
método de preparacion y condiciones de secado de las peliculas. Por ejemplo, Timur et
al., desarrollaron peliculas mono y bicapa para administracién bucal y reportaron
espesores promedio entre 100 y 500 um en peliculas monocapa de quitosano, rangos
gue son consistentes con nuestros resultados, situando nuestras formulaciones dentro
de los valores aceptables para aplicaciones orales (20).

Por otra parte, Yildiz Pekoz et al., proponen que el espesor ideal de las peliculas bucales
varia entre 50 y 100 um. Ellos obtuvieron peliculas sumamente delgadas de 37 a 39 ym,
atribuyendo que el espesor de la pelicula se explica por la viscosidad del gel inicial (73).
Sin embargo, una pelicula excesivamente delgada puede comprometer su integridad
mecanica o reducir el tiempo de permanencia en el sitio de aplicacion. Por tanto, la
formulacion experimental desarrollada en este estudio, con un grosor promedio de 158
Mm, se encuentra dentro de un rango funcional para uso en cavidad oral.

Por otro lado, las variaciones observadas en las mediciones de grosor dentro de una
misma pelicula pueden explicarse por el fendmeno descrito por Alopaeus et al., quienes
atribuyen estas diferencias al proceso de secado (59). En su estudio, a pesar de que las
peliculas humedas fueron preparadas con un espesor uniforme inicial de

aproximadamente 1000 pm, el secado natural produjo contracciones diferenciales,



especialmente entre la zona central y los bordes. Este comportamiento también fue
evidenciado en el presente estudio, donde, en el grupo experimental, el espesor vario
entre 148 y 188 ym. De manera similar, Alopaeus et al. reportaron rangos de espesor
final entre 70 y 235 ym, lo que apoya la idea de que la distribucion del material y las
condiciones de secado influyen significativamente en la homogeneidad del grosor (59).
Por tanto, se sugiere optimizar la técnica de vertido, especialmente incrementando la
cantidad de solucién depositada en las regiones periféricas, con el fin de minimizar estas

variaciones durante el secado y lograr una pelicula méas uniforme.

10.4. Microestructura y porosidad

El analisis de microestructura mediante SEM es una técnica ampliamente utilizada para
para estudiar la organizacién superficial y detalles submicroscopicos de los sistemas de
administracion de farmacos en matrices poliméricas (76). Permite observar directamente
la morfologia del material, su nivel de compactacién, presencia de poros, proyecciones y
otros elementos topograficos que pueden influir en su desempefio biofuncional.

En el presente estudio, las imagenes obtenidas a diferentes aumentos revelaron leves
diferencias morfoldgicas entre las peliculas del grupo control y las del grupo experimental,
pero ambas mantuvieron una superficie uniforme, lo que sugiere una buena integracién
entre sus componentes (53) pero no totalmente lisa, se observaron ciertas elevaciones y
la ausencia de poros.

Estas observaciones concuerdan con lo reportado en la literatura, en estudios como el
de Hachity-Ortega et al., (63) y Galo Cardenas et al., (74) se ha demostrado que la
incorporacion de compuestos activos o plastificantes pueden modificar la morfologia de
peliculas de quitosano, generando estructuras con microproyecciones.

Asimismo, la ausencia de poros en ambas formulaciones sugiere una estructura cerrada
y compacta, lo cual es deseable en aplicaciones donde se busca controlar la liberacion
del principio activo, evitar una disolucion rapida e inhibir la penetracion de bacterias, como
lo reporta Pérez-Gutiérrez et al., quienes reportaron morfologias superficiales en sus
membranas comparables a las observadas en el presente estudio. Dichas membranas
estaban compuestas por matrices poliméricas con los mismos componentes; CMC, CHy

glicerol empleados como vehiculos (76).
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Han et al., utilizaron de igual manera el SEM para evaluar la porosidad en peliculas de
carboximetilcelulosa, ellos obtuvieron imagenes de las superficies superiores y de cortes
transversales similares a las de este estudio. Los autores atribuyen la formacion de poros
a la velocidad del proceso de desmezcla, el cual influye de manera determinante en la
morfologia final de las membranas. En este sentido, una desmezcla instantanea favorece
la aparicion de macrohuecos o poros de gran tamafio, mientras que una desmezcla mas
lenta propicia la generacion de estructuras mas densas y compactas. Asimismo, sefialan
que un incremento en la viscosidad de la solucién precursora de la pelicula retarda el
proceso de solidificacion, lo que inhibe la desmezcla rapida. Este fendmeno conduce a la
supresion de macrohuecos y a la formacién de una arquitectura interna mas uniforme y
densa (75). En concordancia con estos hallazgos, la viscosidad obtenida en esta mezcla
y el secado lento implementado durante la elaboracién de las peliculas en el presente
estudio resulta favorable, ya que contribuye a minimizar la porosidad, permitiendo la
obtencion de peliculas homogéneas y libres de poros. La ausencia de poros y la
estructura compacta observada tiene un impacto en el perfil de liberacion del principio
activo, ya que limita la difusion inmediata del mismo, favorece una liberacibn mas

controlada y sostenida en el tiempo.

10.5. Rugosidad

Estudiar la rugosidad superficial en estas peliculas es relevante, ya que se ha reportado
gue una mayor rugosidad puede favorecer la adhesién al incrementar el area de contacto
disponible entre las superficies involucradas (43). En este estudio, inicialmente se intentd
utilizar AFM para la caracterizaciéon topografica de las peliculas, sin embargo, se identificd
una limitacion técnica importante, el equipo utilizado poseia un rango de escaneo maximo
de 3 um, lo cual resulto insuficiente para capturar con precision la rugosidad real de estas
peliculas. Las imagenes obtenidas se restringieron a una escala nanométrica que, si bien
permitia observar estructuras superficiales finas, no reflejaban el relieve real de las
peliculas a una escala mas representativa del uso clinico. Esto coincide con lo reportado
por Galo Cardenas et al., quienes sefialan que el AFM, aunque util para analisis de
nanoestructura, puede subestimar las irregularidades de superficies heterogéneas si se

trabaja fuera de su rango 6ptimo (74).



Por tal motivo se emple6 un medidor de rugosidad superficial Surftest SJ-301 Series
(Mitutoyo Corporation, Kawasaki, Kanagawa, Japon) que permitio realizar un analisis mas
adecuado de las peliculas en estudio. En el grupo control se obtuvieron valores promedio
de Ra = 7.58 ym, Rz = 34.50 um y Rqg = 8.95 um. Por otro lado, el grupo experimental
presentd valores promedio de Ra = 7.46 um, Rz = 38.08 um y Rq = 9.42 um. Estos
resultados indican que, aunque la rugosidad promedio (Ra) fue ligeramente menor en el
grupo experimental, los valores de rugosidad maxima (Rz) y rugosidad cuadratica media
(Rq) fueron més altos en comparacion con el grupo control. Esto sugiere que la adicion
de L-Arg pudo haber inducido una redistribucién superficial del material, generando picos
y valles mas pronunciados, sin alterar de forma significativa la rugosidad media general.
Este comportamiento podria estar relacionado con interacciones moleculares entre los
grupos funcionales de la L-Arg y la matriz polimérica, lo que habria provocado una
organizacion mas heterogénea en la superficie, como se ha sefialado en estudios previos
como el de Han et al. (75).

Galo Cérdenas et al., respaldan esta observacion al demostrar que la presencia de
cualquier aditivo puede modificar la rugosidad superficial de una pelicula de quitosano.
No obstante, sefialan que la incorporacion de plastificantes, como el glicerol, tiende a
generar superficies mas homogéneas, o que mejora propiedades como la suavidad de
la pelicula (74).

De forma complementaria, Hachity-Ortega et al. evidencian que la inclusion de aditivos
como el glicerol en peliculas de quitosano puede modificar significativamente su
topografia superficial, dependiendo de la proporcién utilizada y de la compatibilidad entre
los componentes (63). En el presente estudio, dado que la concentracion de glicerol se
mantuvo constante en ambas formulaciones, se atribuye a la incorporacion de L-Arg la
modificacion observada en la microtopografia del sistema.

Desde un punto de vista funcional, una mayor rugosidad puede favorecer el anclaje de
las peliculas sobre superficies himedas o irregulares, como las mucosas orales,
mejorando asi su capacidad mucoadhesiva (67). Sin embargo, una rugosidad excesiva
podria actuar como una barrera fisica, ralentizando la liberacion del principio activo o, por
otro lado, facilitar la colonizacion bacteriana (76). Por lo tanto, la caracterizacién de la

rugosidad no solo constituye un indicador fisico, sino también un parametro funcional
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clave en el disefio de sistemas terapéuticos. Actualmente, no se ha establecido un rango
optimo de rugosidad para peliculas mucoadhesivas con caracteristicas similares a las
evaluadas en este estudio. Sin embargo, investigaciones como la realizada por Yoda et
al., han demostrado que incluso valores promedio de Ra muy bajos pueden influir en la
adhesion bacteriana. En dicho estudio, se observo que superficies con una Ra de 30 nm
ya favorecian la adhesion de Staphylococcus epidermidis (S. epidermidis) sobre diversos
biomateriales. No obstante, los autores concluyen que la adhesién microbiana es un
fenémeno multifactorial, y que es poco probable que pueda atribuirse exclusivamente a

una sola propiedad de la superficie, como la rugosidad (83).

10.6. Porcentaje de alargamiento a la rotura

Para que una pelicula delgada sea un vehiculo efectivo y permita su fabricacion,
manipulacion y colocacion es fundamental poseer propiedades mecanicas adecuadas,
una resistencia intermedia y cierta flexibilidad para promover y facilitar la interaccion con
la mucosa (59). La literatura reporta que las propiedades mecanicas pueden ser
evaluadas mediante ensayos de resistencia a la traccion, resistencia a la perforacién, el
modulo elastico, la resistencia al plegado y el alargamiento a la rotura (41), siendo este
ualtimo el realizado en este trabajo.

El andlisis del porcentaje de alargamiento a la rotura permitié evaluar la capacidad de
deformacion de las peliculas formuladas antes de sufrir fractura, parametro directamente
relacionado con la ductilidad, flexibilidad y la resistencia mecanica del material. En este
estudio, las peliculas del grupo control, compuestas por quitosano, carboximetilcelulosa
y glicerol, presentaron un promedio de elongacion del 33.25%. En contraste, las peliculas
del grupo experimental, que incluyeron ademas un 10% de L-Arg, mostraron un valor
promedio superior, alcanzando el 39.66%. Este incremento en el porcentaje del grupo
experimental sugiere una mejora en la flexibilidad inducida por la adicion de L-Arg. La L-
Arg, al ser un aminoacido con multiples grupos funcionales, particularmente grupos amino
(8), podria estar interactuando mediante enlaces de hidrégeno o interacciones iénicas
con los grupos funcionales presentes en el quitosano y la carboximetilcelulosa. Estas
interacciones pueden contribuir a una red polimérica mas cohesionada, pero a la vez mas

flexible, lo que permitiria una mayor deformacion antes de la fractura. Este



comportamiento es consistente con lo reportado por Wang et al., ellos explican que el
grupo —NH, de la L-Arg se combina con el grupo —COOH del quitosano para formar un
enlace amida, ya que en sus peliculas modificadas con L-Arg observaron una mejor
resistencia mecanica en comparacion con las peliculas de quitosano solo (40).
Asimismo, la presencia de L-Arg podria estar generando un efecto plastificante adicional,
complementario al del glicerol, como lo reporta en su investigacion Castello et al., donde
la elongacion maxima de sus peliculas aumentd con la incorporacion de glicerol a
peliculas de quitosano solo, de un 17.4% a un 22.7%, reduciendo las interacciones entre
cadenas poliméricas rigidas y favoreciendo la movilidad de estas (28).

Batista et al., corroboran en su estudio que las propiedades mecanicas de una pelicula
bucal de quitosano pueden mejorarse mediante la adicion de plastificantes, esto ocurre
porque las moléculas que se interponen entre las cadenas poliméricas y el plastificante
interactuan con sus grupos funcionales y aumentan la movilidad, flexibilidad y tenacidad
de las peliculas. Ellos obtuvieron resultados promedio de porcentajes de alargamiento de
20.06 a 20.27% (65).

Dahiya et al., reafirma este mecanismo, explica que las moléculas de plastificante se
interponen entre las hebras individuales del polimero, descomponiendo asi en gran
medida las interacciones polimero-polimero. Esta accion se facilita ya que la interaccién
polimero-plastificante se considera mas fuerte que la interaccién polimero-polimero, lo
gue proporciona mayor oportunidad para que las hebras de polimero se muevan entre si,
y se transforman las peliculas duras y fragiles en una forma mas flexible y resistente (66).
Como ya se ha mencionado con anterioridad, no existen estandares universales
recomendados por la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos) o alguna farmacopea como la USP (Farmacopea de los Estados Unidos) que se
encuentren disponibles para evaluar atributos mecéanicos de peliculas mucoadhesivas
orales, sin embargo, gracias a investigaciones como la de Khan et al., informan que el
porcentaje medio de alargamiento a la rotura para peliculas delgadas idealmente deberia
estar entre el 30% y el 60%, lo que es indicativo de un equilibrio adecuado entre
flexibilidad y elasticidad. Valores mas altos pueden afectar negativamente los pasos de
fabricacion, incluido el proceso de corte, el envasado, la manipulacion y colocacion por

parte del paciente (61). Los resultados obtenidos en el presente estudio son favorables,
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ya que se encuentran dentro del rango 6ptimo sugerido por Khan et al., indicando un
equilibrio adecuado entre flexibilidad y elasticidad en las peliculas analizadas.

Preis et al. robustecen lo anterior, afirmaron que una alta flexibilidad en las peliculas
puede ser una desventaja; ocasionar cortes no homogéneos y, por consiguiente,
variaciones en la carga del farmaco. Asumieron que un porcentaje de elongacion de 6.5%
es suficiente para una manipulacién sin dafios, una correcta produccion y posible uso

farmacéutico de peliculas (62).

10.7. indice de hinchamiento

Este ensayo permite evaluar la capacidad del material para absorber fluidos sin perder
su integridad, lo cual tiene una relacion directa entre la tasa de hidratacion, mucoadhesion
y liberacion controlada de compuestos activos; a medida que se produce hinchamiento,
habrd una liberacion del farmaco (44). Los resultados obtenidos arrojaron un
comportamiento similar en ambos grupos transcurridos los primeros 5 minutos de
inmersion en saliva, el grupo control presentd un indice de hinchamiento promedio de
77.50% mientras que el grupo experimental un 70.25%, lo cual indica que las primeras
etapas de contacto con el medio acuoso ambas formulaciones absorbieron fluido de
manera moderada. Sin embargo, a los 60 minutos se observd una diferencia mas
pronunciada, el grupo control tuvo un indice promedio de 246.95% mientras que en el
grupo experimental present6 un hinchamiento mayor, con un promedio de 392.71%. Esto
sugiere que la adicién de L-Arg incrementa la capacidad del sistema para hincharse vy,
por consiguiente, liberar este principio activo al medio.

Como lo reporta Wang et al., la L-Arg al ser un amino&cido polar, la convierte en una
sustancia hidrofilica, la cual mejora esta capacidad al mezclarse con quitosano y
presentar grupos altamente hidrofilicos como -OH, -NH, y -COOH (40). Sin embargo,
esto podria generar un aumento en la capacidad de retencion de agua y comprometer la
integridad estructural del sistema. Lo cual no ocurrié en este estudio, ya que la integridad
de las peliculas se mantuvo estable conforme a lo observado en la prueba de
desintegracion.

Esto es de especial interés, ya que un mayor grado de hinchamiento en otros estudios,

como el de Khan et al., quien reporté indices de 2630% y 1197% después de 20 minutos



en peliculas con L-Arg, esta asociado a una desintegracion acelerada del sistema debido
a la ruptura de la red polimérica por exceso de hidratacion debido a la gran cantidad de -
OH disponibles (61). Comparando esto con los resultados de este estudio, donde se
obtuvieron indices de hinchamientos mayores a 300%, no se observo desintegracion tras
12 horas de inmersion en saliva artificial, lo que indica una matriz robusta, probablemente
estabilizada por las interacciones quimicas de sus componentes (40). Esto se ve
respaldado por De Moura et al., quienes reportaron una mejora en la disminucién de la
solubilidad de sus peliculas al incorporar CMC y CH, afirmando que este compuesto
reduce las interacciones entre los biopolimeros y las moléculas del agua (64). Esto
contribuye a que los sistemas basados en quitosano y carboximetilcelulosa mantienen un
equilibrio adecuado entre hinchamiento e integridad estructural, permitiendo que el
material se hidrate sin colapsar.

Por tanto, el notable aumento en la capacidad de hinchamiento del grupo experimental
podria tener implicaciones beneficiosas en términos de su aplicacion terapéutica, ya que
una mayor hidratacion podria favorecer una mejor adhesion a la mucosa oral y una

liberacion prolongada de la L-Arg.

10.8. Angulo de contacto

Uno de los parametros para la evaluacibn de la bioadhesién de una pelicula
mucoadhesiva, es la mediciébn del angulo de contacto, ya que estd directamente
relacionado con la hidrofilicidad de la superficie, y por ende con su capacidad de
interacciéon con medios biolégicos acuosos, como la mucosa oral (40). La teoria de
humectacién considera una superficie hidréfila cuando un angulo de contacto es menor
de 90°, cuando el angulo de contacto es mayor de 90°, la superficie se considera
hidrofoba (67). Esto es muy consistente en la literatura, afirmando que superficies mas
hidrofilicas, es decir, con menores angulos de contacto, tienden a mostrar mejores
propiedades mucoadhesivas y mayor capacidad de interaccion con fluidos biolégicos
(41).

En el presente estudio se observo una disminucion en el valor del angulo de contacto en
las peliculas del grupo experimental (36.79°) en comparacién con las peliculas grupo

control (50.83°), lo cual indica un aumento en la hidrofilicidad de las formulaciones al
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incorporar L-Arg al 10%. En el caso especifico de las peliculas elaboradas con quitosano,
la inclusidn de L-Arg mejora esta propiedad, segun lo reportado por Wang et al., al ser un
aminoécido polar, posee una naturaleza hidrofilica que se ve potenciada al combinarse
con el quitosano. Esta mezcla da lugar a una superficie rica en grupos funcionales
altamente hidrofilicos, como -OH, -NH, y -COOH, lo que contribuye significativamente a
mejorar la afinidad por el agua (40).

La arginina, ademas de su caracter hidrofilico, aporta cualidades que la hacen interactuar
ibnicamente con la mucosa. Estos resultados estan en linea con el estudio realizado por
Alaei y Omidian, quienes sefialan que los aditivos catiénicos o cargados positivamente,
por ejemplo, algunos aminoacidos, como la L-Arg, pueden modificar favorablemente la
interaccidn superficie-liquido en matrices poliméricas destinadas a la administracion
mucoadhesiva (41).

Asimismo, se ha reportado que combinaciones de biopolimeros, como el quitosano y la
carboximetilcelulosa ya presentan angulos de contacto hidrofilicos, lo que concuerda con
los valores obtenidos para el grupo control de este estudio (51). Sin embargo, la
incorporacion de L-Arg mostré6 un menor angulo de contacto, tal como lo evidencia
también las modificaciones de superficies poliméricas reportada por Lucano-Sanchez et
al., quienes destacan que la incorporacion de compuestos funcionales (-OH) aumenta la
energia superficial, el comportamiento frente al agua y la capacidad de hinchamiento (68).
El resultado obtenido en el grupo experimental no solo indica un aumento en la
hidrofilicidad, sino que también refuerza su relaciéon con otras propiedades fisicas y
mecénicas de las peliculas, como el hinchamiento, la desintegracion y la liberacién del

principio activo, las cuales estan estrechamente vinculadas entre si.

10.9. pH del medio

La evaluacién del pH del medio es fundamental para comprender como un sistema de
liberacién de farmacos puede influir en el entorno bucal y asegurar que no provoque
alteraciones hacia valores excesivamente acidos o basicos, lo cual resultaria
desfavorable para la mucosa oral (55). Los resultados obtenidos en este estudio
mostraron que las peliculas del grupo control generaron cambios en el pH del medio,

elevandose progresivamente desde 7.08 a 7.22 tras dos horas de inmersion; esta ligera



alcalinizacion podria atribuirse a la naturaleza de los componentes, principalmente de
carboximetilcelulosa y glicerol. En contraste, las peliculas del grupo experimental
mostraron un aumento del pH més rapido desde el primer minuto, alcanzando un valor
de 8.02 después de 2 horas. Este comportamiento sugiere la liberacion de L-Arg en el
medio, un aminoacido descrito en la literatura como fuertemente basico, con un pH
reportado de 11.4 en solucion al 10% (69).

Segun lo reportado por Abdella et al., para evitar la irritacion de la mucosa bucal, es
fundamental que el pH superficial de las peliculas mucoadhesivas se aproxime al de la
saliva, cuyo rango fisiolégico oscila entre 6.5 y 7.5 (70). En concordancia con esta
premisa, Shinkar et al., afirman que un pH entre 5.5y 7.0 es bien tolerado y no provoca
irritaciones en la mucosa oral (71). No obstante, en el presente estudio se evalué el pH
de un medio simulado utilizando saliva artificial, la cual presentaba un pH inicial de 7.08,
ligeramente basico. Este valor confiere al medio un caracter alcalino desde el inicio, por
lo que es importante considerar este factor para evitar interpretaciones erroneas.

Por otro lado, diversos estudios han documentado el uso de L-Arg como agente regulador
del pH bucal, particularmente en el contexto de la prevencion de la desmineralizacién
dental y el tratamiento de caries incipientes. Estas investigaciones han demostrado que
los pacientes con un pH salival mas alcalino presentan un menor riesgo de desarrollar
caries (72). Cabe destacar que la L-Arg ya se encuentra incorporada en productos
comerciales como dentifricos y colutorios, lo cual respalda que este rango de pH no
resulta perjudicial para la salud de los tejidos orales.

En conjunto, los resultados de esta prueba respaldan el potencial de esta pelicula como
un vehiculo eficaz para la liberacién de L-Arg en el medio bucal, favoreciendo ademas a
un entorno menos acido. Esta propiedad podria traducirse en beneficios clinicos,
especialmente en pacientes con riesgo de caries, al promover un microambiente mas

alcalino que inhiba el crecimiento de microorganismos acidogénicos.

10.10. Actividad antimicrobiana
El disefio de sistemas mucoadhesivos para aplicaciones orales representa una estrategia
prometedora debido a su capacidad para liberar principios activos de manera localizada

y sostenida. En este contexto, es fundamental que su permanencia en la cavidad bucal
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no propicie la colonizacion bacteriana (45) en particular por especies cariogénicas como
S. mutans, uno de los microorganismos patégenos orales importantes, no solo porque
provoca enfermedades en cavidad bucal, sino también por su capacidad para invadir
diferentes tejidos y 6rganos a través del torrente sanguineo (63).

En el presente estudio se observé un resultado particularmente interesante, la pelicula
del grupo control no promovié el crecimiento bacteriano e incluso mostré una ligera
reduccion en comparacion con el grupo sin pelicula. Este hallazgo sugiere que los
componentes de la matriz polimérica, especialmente el CH, podrian haber ejercido una
actividad antimicrobiana. EI CH es ampliamente reconocido por su capacidad para
interactuar con las membranas bacterianas mediante mecanismos electrostaticos,
provocando alteraciones en su integridad, pérdida de componentes intracelulares y
eventual muerte celular (82, 84).

Cetin et al., demostraron que las membranas formuladas a base de quitosano exhiben
una actividad antimicrobiana significativa frente a Staphylococcus aureus (S. aureus) y
Escherichia coli (E. coli), lo cual sustenta la hip6tesis de que dicho biopolimero puede
desempefiar un papel clave en la inhibicién de la colonizacion bacteriana por cepas tanto
grampositivas como gramnegativas (80). Existen numerosas revisiones bibliograficas que
analizan esta actividad antibacteriana del quitosano, Li et al., resaltan que esta se puede
ver afectada por numerosos factores, como el tipo de microorganismo, el peso molecular
del quitosano, su densidad Optica, el pH, la temperatura, modificaciones quimicas, entre
otras (77).

No obstante, estudios como los de Kusmono y Abdurrahim (78), asi como el de Pérez-
Gutiérrez (76), emplearon la técnica del halo de inhibicibn para evaluar la actividad
antimicrobiana de peliculas de quitosano, sin observar zonas claras de inhibicion. En
consecuencia, los autores proponen complementar dicha evaluacion con el recuento de
UFC, ya que este método permite obtener datos mas precisos y cuantificables sobre la
eficacia real del material frente a la proliferacién bacteriana.

Por otro lado, las membranas experimentales con un 10 % de L-Arg evidenciaron un
ligero incremento en el crecimiento de S. mutans en comparacion con el grupo control,
un resultado poco esperado considerando que la L-Arg, como aminoacido de caracter

bésico, se asocia con la generacién de un entorno menos &cido y, por ende, menos



favorable para el crecimiento de bacterias acidaricas. Sin embargo, es relevante destacar
que dicho incremento fue moderado y no correspondié a un crecimiento exponencial ni
descontrolado. A pesar de que este comportamiento no favorece directamente el efecto
antibacteriano deseado, no debe considerarse un hallazgo negativo. Por el contrario, abre
la posibilidad de ajustar las concentraciones de L-Arg o combinarla con otros agentes
antimicrobianos con el fin de potenciar su eficacia. Considerando lo anterior, diversos
estudios han evidenciado que la incorporacion de aditivos a las peliculas base quitosano
puede potenciar significativamente su actividad antimicrobiana, como Khubiev et al., han
reportado que la adicién de compuestos como nanoparticulas metélicas, nanomateriales
de carbono, por ejemplo, grafeno, y extractos vegetales, mejora notablemente la eficacia
antimicrobiana de estas matrices poliméricas (79). En linea con esta perspectiva, Indriyati
et al., desarrollaron peliculas con una composicion similar a la propuesta en el presente
estudio, empleando quitosano como agente antimicrobiano natural, carboximetilcelulosa
como agente homogeneizante, glicerol como plastificante, y celulosa bacteriana como
aditivo funcional. Los ensayos de caracterizacion realizados por dichos autores
demostraron que estas peliculas fueron eficaces en la inhibicibn del crecimiento
microbiano, lo que refuerza su potencial aplicacion como materiales con propiedades
antimicrobianas mejoradas (81).

Adicionalmente, la L-Arg ha sido reconocida por su capacidad de modular la microbiota
oral, favoreciendo el crecimiento de especies no acidogénicas y contribuyendo a la
neutralizacion del pH en la cavidad bucal. En este sentido, investigaciones como la de
Herrera-Guardiola han destacado los beneficios de la L-Arg como aditivo en
formulaciones de quitosano para multiples aplicaciones en la salud bucodental (82).

En conjunto, estos hallazgos resaltan la necesidad de realizar una caracterizacion mas
amplia del comportamiento microbiologico de los sistemas poliméricos disefiados para
aplicaciones clinicas. Si bien la inclusién de L-Arg en la formulacion no produjo una
inhibicion directa del crecimiento bacteriano, la pelicula control evidencié un potencial
efecto antimicrobiano atribuible al quitosano, lo que abre la posibilidad de continuar
optimizando este tipo de sistemas. Futuros trabajos podrian enfocarse en modular la tasa

de liberacion de arginina, combinarla con otros compuestos bioactivos o evaluar su
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impacto sobre la composicion general del biofilm oral. Asi, se podran disefar plataformas

mas eficaces y seguras.

11.CONCLUSION

El estudio realizado ha demostrado que estas formulaciones presentan caracteristicas
favorables para su aplicacion potencial en tratamientos ortodénticos. Las interacciones
observadas entre la L-Arg y los componentes de la pelicula, evidenciadas mediante
espectroscopia infrarroja (FTIR), sugieren una integracion efectiva de este aminoacido
en la matriz polimérica, lo que modifica las propiedades estructurales y fisicas de las
peliculas, sin comprometer su estabilidad.

Los resultados obtenidos en términos de desintegracidon, grosor, microestructura,
rugosidad y alargamiento a la rotura indican que las peliculas experimentales con L-Arg
poseen una flexibilidad adecuada, lo que facilita su manipulacién y colocacién en la
mucosa oral, y una estructura compacta que favorece la liberacion controlada del
principio activo. La mejora en la capacidad de hinchamiento y la hidrofilicidad también
resalta el potencial de adherirse a la mucosa y liberar el elemento terapéutico.

Aunqgue la actividad antimicrobiana observada fue moderada, con una ligera reduccién
en el crecimiento de S. mutans en las peliculas del grupo control, las peliculas
experimentales mostraron un leve aumento en la proliferacién bacteriana. Este hallazgo
sugiere que la concentracion de L-Arg podria necesitar ajustes o una combinacion con
otros agentes antimicrobianos para mejorar su eficacia en la prevencion de infecciones.
En conclusién, las peliculas mucoadhesivas desarrolladas en este estudio presentan un
alto potencial como sistemas de liberacion controlada de L-Arg en la cavidad bucal,
exhibiendo propiedades fisicoquimicas favorables para su posible aplicacion en
tratamientos ortodénticos. No obstante, se requieren estudios adicionales para optimizar
la formulacion, evaluar su eficacia clinica a largo plazo y mejorar su actividad

antimicrobiana, posiblemente mediante la combinacion con otros compuestos bioactivos.
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13.ANEXOS

Bioética

Esta investigacion se realizé en base a los lineamientos del Comité de Investigacion de
la Facultad de Estomatologia de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla. Los
reactivos/sustancias que se utilizan no representan riesgo para el personal. El manejo de
RPBI del proyecto se efectu6 conforme a la NOM-087-ECOL-SSA1-200.
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