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COMPARACION DE LA CAPACIDAD DE LIBERACION DE SIMVASTATINA

Y ROSUVASTATINA EN DOS MEMBRANAS DE COLAGENO

En los enfoques actuales de modulacion del sistema inmune para el tratamiento de la
periodontitis, los medicamentos inmunoreguladores son ampliamente estudiados,
incluidas las estatinas cuya administracion local genera mejoria en variables clinicas. Los
vehiculos para liberacion controlada de medicamentos atin presentan un reto porque las
condiciones del medio oral hacen que puedan degradarse o eliminarse. El uso de
membranas colagenas (MC) puede ser un vehiculo de liberacion sostenida de
medicamento. Objetivo: Comparar la liberacion de simvastatina (SVT) y rosuvastatina
(RVT) en dos membranas coldgenas cuando se impregnan con 6, 10y 20 ug/mla 6, 12y
24 h utilizando cromatografia liquida HPLC. Metodologia: Estudio experimental in vitro.
Disolucion de las concentraciones de SVT y RVT en metilcelulosa. Impregnacion por
inmersion directa en las membranas de coldgeno Biomend ® y Bioguide ® de 2 x 2 mm.
Colocacion en buffer fosfato pH 7.4 con agitacion constante de 50 rpm usando el Shacker
Heidolph Unimax 1010. Se tomaron las alicuotas del sobrenadante a 6, 12 y 24 horas y
se leyeron en el cromatografo KNUARE ®. Resultados: El pico de liberacion se da a las
6 horas en las dosis de 10 y 20 ug/ml en las dos membranas, no se detecta el medicamento
a las 12 o 24 horas ni en la dosis de 6 ug/ml. La membrana Biomend ® libera en una
mayor cantidad el medicamento comparada con Bioguide ®. El medicamento
Rosuvastatina tiene una menor liberacion. Entre el 10-15% del medicamento se queda
impregnado en la membrana. Conclusion: La capacidad de liberacion de MC para los
medicamentos STV y RTV es limitada a las 6 horas por el método de impregnaciéon en

dosis de 10 y 20 ug/ml, sin liberarse una dosis completa.

Palabras clave: Periodontitis, Simvastatina, Rosuvastatina, Membranas de colageno.



COMPARISON OF THE RELEASE CAPACITY OF SIMVASTATIN AND

ROSUVASTATIN ON TWO COLLAGEN MEMBRANES

In current approaches to modulating the immune system for treating periodontitis,
immunoregulatory drugs are widely studied, including statins whose local administration
improves clinical variables. Vehicles for the controlled release of drugs still present a
challenge because the conditions of the oral environment mean that they can be degraded
or eliminated. The use of collagen membranes (CM) can be a vehicle for sustained drug
release. Objective: Compare the release of simvastatin (SVT) and rosuvastatin (RVT) in
two collagen membranes when impregnated with 6, 10 and 20 ug/ml at 6, 12 and 24 h
using HPLC liquid chromatography. Methodology: In vitro experimental study.
Dissolution of SVT and RVT concentrations in methylcellulose. Impregnation by direct
immersion in 2 x 2 mm Biomend ® and Bioguide ® collagen membranes. Placement in
phosphate buffer pH 7.4 with constant stirring at 50 rpm using the Heidolph Unimax 1010
Shacker. Aliquots of the supernatant were taken at 6, 12 and 24 hours and read on the
KNUARE ® chromatograph. Results: The release peak occurs at 6 hours in the doses of
10 and 20 ug/ml in the two membranes, the drug is not detected at 12 or 24 hours or in
the dose of 6 ug/ml. The Biomend ® membrane releases a greater amount of medication
compared to Bioguide ®. The drug Rosuvastatin has a lower release. Between 10-15% of
the medication remains impregnated in the membrane. Conclusion: The MC release
capacity for STV and RTV drugs is limited to 6 hours by the impregnation method,

without releasing a full dose.

Keywords: Periodontitis, Simvastatin, Rosuvastatin, Collagen membranes



1. Introduccion

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial ligada
a una biopelicula en estado disbiotico, caracterizada por la destruccion progresiva del
soporte dental (encia, hueso, cemento y el ligamento periodontal). La periodontitis tiene
como caracteristicas principales la pérdida de insercion clinica y de la cresta alveolar,
bolsas periodontales y sangrado al sondaje (1-3). Segun el Global Burden of Disecase
(2017) se informo6 que la enfermedad periodontal severa fue la sexta afeccion mas
prevalente entre 354 enfermedades sistémicas (2). Se estima que la prevalencia de la
enfermedad periodontal afecta a entre 20% y 50% de habitantes en el mundo (4-6).
También se documentd que la enfermedad periodontal aumenta con la edad desde la
adolescencia hasta los adultos mayores teniendo un impacto directo en la calidad de vida

(7.8).

Las estatinas son un grupo de medicamentos utilizados cominmente para controlar los
niveles de colesterol, han mostrado efectos prometedores en el tratamiento de la
periodontitis al reducir la inflamacioén y promover la regeneracion del tejido (9-12). Sin
embargo, uno de los desafios para el uso efectivo de las estatinas en el tratamiento de la
periodontitis es la falta de un vehiculo eficaz para administrar el medicamento en el surco

gingival, donde ejerce su accion terapéutica (13).

Las estatinas son medicamentos ampliamente utilizados en el tratamiento de las
enfermedades cardiovasculares, pero investigaciones recientes han sugerido que también
pueden desempefiar un papel beneficioso en el tratamiento de la periodontitis y la
cicatrizacion de heridas, especialmente la simvastatina y rosuvastatina (14-16). Estudios
han demostrado que las estatinas pueden reducir la inflamacion y la destruccion de los

tejidos gingivales causados por la enfermedad periodontal. Ademas, se ha observado que



estos medicamentos pueden inhibir el crecimiento de bacterias periodontopatégenas, lo

que contribuye a promover salud gingival (11,16,20).

La administracion del medicamento en el surco gingival presenta varios desafios a tener
en cuenta. En primer lugar, uno de los principales obstaculos es la dificultad de acceso al
area afectada, porque el surco gingival es una pequefia hendidura entre el diente y la encia,
lo que dificulta la aplicacion precisa del medicamento. Ademas, la forma en que el
medicamento se introduce en el surco gingival también puede ser un desafio. Los métodos
actuales de administracion incluyen el uso de sondas y jeringas, pero su precision y
eficacia son limitadas (17). Otro desafio importante es la duracion y frecuencia de la
administracion del medicamento. Para que sea efectivo, el medicamento debe aplicarse
regularmente y durante un periodo prolongado de tiempo debido al barrido por la saliva
o por el fluido crevicular. Actualmente, no existe un vehiculo 6ptimo que garantice una
administracion precisa y controlada del medicamento en cavidad oral. Estos desafios en
la administracion del medicamento en el surco gingival deben seguirse investigando para
mejorar el tratamiento de la periodontitis y maximizar los beneficios de las estatinas en

este contexto clinico (18).

Los métodos de administracion existentes para las estatinas en el tratamiento de la
periodontitis presentan varias limitaciones. Uno de los principales desafios es la dificultad
para lograr una distribucion uniforme del medicamento en el surco gingival. Los métodos
actuales, como enjuagues o geles topicos, pueden no ser capaces de alcanzar todas las
areas afectadas de la boca, lo que resulta en una falta de eficacia en el tratamiento (9,10),
ademads de requerir un gran compromiso del paciente, lo que dificulta su cumplimiento.
Otro problema es la corta duracién de accion de las estatinas cuando se administran de
forma convencional, lo que implica la necesidad de aplicaciones frecuentes para mantener

un efecto terapéutico. Estas limitaciones destacan la necesidad de desarrollar un vehiculo



eficaz que permita una administraciéon mas precisa, uniforme y prolongada de las estatinas

en el surco gingival (18).

Por lo tanto, es necesario explorar nuevos vehiculos eficaces que permita administrar las
estatinas directamente en el surco gingival. En este sentido, se deben considerar diferentes
factores, como la capacidad de lograr una distribucion uniforme del medicamento en el
surco gingival, la duracion de la liberacion del farmaco y la ausencia de efectos

secundarios adversos (21).

El coldgeno se ha descrito como un biomaterial compatible y de facil obtencion que puede
permitir la liberacion controlada de medicamentos. Generalmente se combina con otros
biomateriales con el fin de suplir sus propiedades mecanicas y/o bioldgicas (22). Las
membranas colagenas utilizadas actualmente para regeneracion 6sea que se encuentran
comercialmente pueden considerarse como un vehiculo de liberacion de medicamento de
simvastatina y rosuvastatina aprovechando su potencial terapéutico en periodontitis (23-
26). Esto reduciria costos en la fabricacion y permitiria una accion terapéutica en un
biomaterial que ha sido previamente verificado en cuanto a biocompatibilidad y
degradacion. Aunque la simvastatina y rosuvastatina ya han sido mezclados previamente
con otros materiales poliméricos y construidos en esponjas (27-30) con fines de
cicatrizacion y regeneracion, la investigacion continta en la busqueda de un vehiculo mas
adecuado para su liberacion. El objetivo fue comparar la liberacion de simvastatina (SVT)
y rosuvastatina (RVT) en dos membranas coldgenas cuando se impregnan con 6, 10y 20

ug/ml a 6, 12 y 24 h utilizando cromatografia liquida HPLC.



2. Metodologia

Estudio de tipo experimental in vitro. Se realizd la preparacion en metilcelulosa de
simvastatina y rosuvastatina a 6, 10 y 20 ug/ml de acuerdo con el protocolo de Thylin, et
al (2002) (31). Se dividieron las membranas colagenas en muestras de 2 mm x 2 mm. Se
procedio a realizar la impregnacion de los medicamentos en las membranas mediante
inmersion directa durante 30 minutos. Se coloc6 cada membrana en un buffer fostato (pH
7.4) y se someti6 a agitacion en el Shacker Unimax 1012 a 60 rpm. La temperatura fue
de 37°C, evaluando la concentracion a las 6, 12 y 24 horas. La concentracion fue evaluada
tomando alicuotas del sobrenadante y utilizando el equipo de cromatografia liquida

KNUARE.

Imagen 1. Colocacion de las muestras en Shacker Unimax 1012.

Consideraciones éticas

Segln la resolucion namero 8430 de 1993 la investigacion se considera como riesgo SIN

RIESGO.



3.Resultados

Tiempo Concentracion Simvastatina (deteccidn) Rosuvastatina (deteccidn)
inicial
Membrana Biomend ® Bioguide ® Biomend ® Bioguide ®
6 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/ml
6 horas
10 ug/ml 9,1 ug/mi 7,3 ug/mi 5,32 ug/ml 3,35 ug/ml
20 ug/ml 15,65 ug/ml 13,8 ug/mi 12 ug/ml 9,41 ug/ml
Membrana Biomend ® Bioguide ® Biomend ® Bioguide ®
6 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/ml 0 ug/ml
12 horas
10 ug/ml 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/ml 0 ug/ml
20 ug/ml 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/ml
Membrana Biomend ® Bioguide ® Biomend ® Bioguide ®
6 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml 0 ug/ml
24 horas
10 ug/ml 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/ml
20 ug/ml 0 ug/mi 0 ug/mi 0 ug/ml 0 ug/ml

Tabla 1. En la tabla es posible evidenciar que, para las dos membranas evaluadas, el pico de liberacion se da a las 6 horas, ni a las 12 0 24
horas son detectables los medicamentos. De forma general, la membrana Biomend ® libera en una mayor cantidad el medicamento

comparada con Bioguide ®. El medicamento Rosuvastatina tiene una menor liberacion. Hay un porcentaje de medicamento que se queda

impregnado en la membrana.
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4.Discusion

De forma general, las membranas coldgenas evaluadas permitieron una liberacion del
medicamento con un pico a las 6 horas donde se detect6 la mayoria de la dosis colocada.
Posteriormente, no fue posible una deteccion completa de la dosis, lo que sugiere que una
parte queda impregnada en la membrana que terminara por liberarse una vez empiece su

proceso de degradacion.

La menor liberacion que se evidencid en la membrana Bioguide ® comparada con
Biomend ® puede deberse a que la primera, es una membrana bilaminar, con una
superficie lisa y otra rugosa. La superficie lisa impide el crecimiento de tejido conectivo,
mientras que la rugosa favorece la adhesion celular y la angiogénesis. Esto la convierte
en una membrana relativamente mas gruesa, comparada con Biomend ® que es mas
delgada y flexible, lo cual de acuerdo con el comportamiento de liberacién que tuvo,
puede relacionarse a una mayor impregnacion del medicamento y a que esto
efectivamente dificulta una liberacion mas répida porque el tiempo de evaluacién no
corresponde al de degradacion. Adicionalmente, esta constituida por coldgeno porcino vs
colageno bovino, y los tiempos de reabsorcion son diferentes entre 4 y 8 semanas para
Biomend ® y 6 a 9 meses para Bioguide ®, situaciones que pueden influir en la

probabilidad de liberacion del medicamento.

Debido a su biocompatibilidad y perfil de seguridad bien establecido, el colageno
representa una matriz favorable para la administracion de farmacos in situ. El colageno
es de particular interés como polimero natural para la administracion de fAirmacos, ya que
es un importante componente natural constituyente del tejido conectivo y un componente
estructural importante. El coldgeno es tnico en sus diferentes niveles de orden estructural:

primario, secundario, terciario y cuaternario. /n vivo, las moléculas de colageno forman



unicoc

Institucion Universitaria Colegios de Colombia

fibras que tienen una orientacion interna y estructural especifica y reforzadas juntas por
dos tipos de reticulacion covalente: intramolecular e intermolecular. Esta reticulacion
intermolecular es esencial para formar fibras macromoleculares y, en consecuencia, para

su estabilidad mecénica y otras caracteristicas fisicas (32).

Los biomateriales hechos de colageno ofrecen varias ventajas: son biocompatibles y no
toxicos. Tienen una estructura fisica y quimica definida, y unas propiedades bioldgicas e
inmunoldgicas compatibles. Ademas, la cinética de liberacion del farmaco en este tipo de
matrices puede verse influenciada por modificacion de las caracteristicas (porosidad,
densidad) o por diferentes regimenes de tratamiento quimico afectando su tasa de
degradacion. La carga con gentamicina ha demostrado que las matrices de colageno

pueden ser utiles para la liberacidon de este tipo de antibidtico (33).

En algunos casos, para que el colageno pueda resultar un vehiculo efectivo para la
liberacion del medicamento, se requiere la mezcla con otro tipo de material que logre
mantener una liberacion controlada. Por ejemplo, en el articulo de Mulazzi, et al., (2021)
quienes reportaron que las infecciones microbianas producidas durante el tratamiento
quirtrgico 6seo, causantes de osteomielitis y fallos de los implantes, siguen siendo un
desafio abierto en ortopedia. Las terapias convencionales suelen ser ineficaces y se
asocian con efectos secundarios graves debido a la cantidad de fArmacos administrados
por via sistémica. En este estudio, se disefi¢ e investigd un injerto 6seo osteoinductor y
bioabsorbible medicado por su capacidad para controlar la liberacién de antibidticos in
situ. Esto representa una solucion ideal para la erradicacion o prevencion de infecciones
y, al mismo tiempo, repara defectos 6seos. El clorhidrato de vancomicina y el sulfato de
gentamicina, aqui considerados para las pruebas, se cargaron en una matriz hibrida
mimética 6sea hecho de fibras de coldgeno biomineralizadas con hidroxiapatita dopada

con magnesio (MgHA/Coll) Se puede utilizar como un sistema de administracion local

10
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controlada de antibidticos. Se seleccion6 un método de carga facil para que fuera
reproducible rapidamente en el quir6fano. El mantenimiento de la eficacia antibacteriana
de los farmacos liberados y la bioseguridad de los soportes medicados se evaluaron con
pruebas microbioldgicas e in vitro, que demostraron que los soportes de MgHA/Coll eran
seguros y eficaces como sistema de administracion local durante una terapia de duracién
prolongada, con resultados prometedores. para la prevencion de infecciones relacionadas

con defectos dseos en cirugias dseas (34).

Con relacion a lo anterior, se propuso en el presente trabajo el método de impregnacion
de tal forma que fuera reproducible facilmente en la clinica. Sin embargo, este método no
resulto ser eficaz para el mantenimiento del medicamento en la matriz durante varias
horas, pues, aunque se observo una pequena dosis que aparentemente se mantiene en la
membrana, se libera de forma relativamente répida (6 horas) que, si bien funcionaria para
un proceso agudo de inflamacion, se esperaria que el medicamento pudiese tener una
accion mas prolongada. Tal es el caso de lo que reporta Xiang J, et al. (2022) quienes
elaboraron una membrana similar a una malla cargada con atorvastatina mediante la
técnica de electrohilado. Esta es una técnica que permite tener un mayor control sobre la
cantidad de medicamento colocado y sobre la conformacion topografica de la matriz.
Como resultado, encontraron que esta malla crea un microambiente Gnico que promueve
la secrecion paracrina de factores inductores por parte de las células madre
mesenquimales, acelerando asi la cicatrizacion de heridas (35). Esto se logré por la
fabricacion conjunta de la membrana con la adicion del medicamento, diferente al método
de impregnacién que en estos medicamentos evaluados no permitid generar una

liberacion prolongada.

La investigacion es amplia en la colocacion de antibidticos a las membranas de colageno,

tal es el caso de lo reportado por Hartinger JM, et al. (2020) quienes cargaron con

11
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rifampicina a membranas de coldgeno, y obtuvieron, por un lado, una mejora en las
propiedades mecanicas a través de la adicion del medicamento, y adicionalmente las
esponjas retardaron la liberacion de rifampicina in vitro, lo que se tradujo en al menos 22
horas de liberacion de rifampicina en el modelo de rata. Esto fue significativamente mas
prolongado que el que se logré mediante la administracion de una solucién de rifampicina
subcutdnea (36). Las condiciones moleculares de las estatinas pueden generar que la
liberacion se realice de forma rapida en las matrices de coldgeno, la literatura es escasa
en mencionar esta interaccion entre membranas previamente fabricadas y estos
medicamentos. Sin embargo, es importante destacar que las condiciones del ensayo
correspondian a un medio con pH neutro buffer sin ataque enzimatico por parte de
metaloproteinasas, una situacion que también se debe tener presente para conocer la
degradacion de la membrana y su capacidad de liberacion de medicamentos. Los sistemas
de administracion de farmacos dirigidos a las interacciones del colageno y a sus funciones

bioldgicas y fisicas ain se encuentran en las primeras etapas de desarrollo (37).

12
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5. Conclusiones
La capacidad de liberacion de simvastatina y rosuvastatina cuando son cargadas por
método de impregnacion en las membranas coldgenas Biomend ® y Bioguide ® es
limitada a las 6 horas en las dosis de 10 y 20 ug/ml, sin liberarse una dosis completa,
siendo mayor la liberacion para simvastatina y para Biomend ®. La dosis de 6 ug/ml no
fue detectable por una posible impregnacion completa en la capa externa de la membrana.

A'las 12 y 24 horas el medicamento no fue detectable.
6. Recomendaciones

e Evaluar la liberacion del medicamento en un medio acido como lo es una
herida periodontal (5.2 a 6.5 pH) para verificar la degradacion de la membrana
y la posibilidad de una liberacion completa del medicamento, ademas de
aumentar las dosis de los medicamentos colocados.

e Evaluar otros métodos de carga del medicamento a la membrana diferentes a

la impregnacion.

13
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