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RESUMEN

Las microesferas (ME) de acido poli(D,L,lactico-co—glicolico) (APLG) son sistemas de
liberacion controlada que tienen aplicaciones en el &rea de la estomatologia. Por sus propiedades de
tamafio y liberacién podrian emplearse para administrar proteinas que inducen regeneracién de huesos
maxilofaciales o dientes y resulta interesante explorar la produccion de ME para su futura aplicacion
clinica. Este estudio exploré la sintesis de ME de APLG cargadas con la albumina sérica de bovino
(ASB); tal molécula se escogidé como proteina modelo. Las ME se produjeron con el método de
extraccién/evaporacion de solvente. Se obtuvo un porcentaje de produccién de 58,2%. Las particulas
fueron esféricas con una superficie lisa y una matriz porosa. El tamafio de las ME sin carga o con carga de
proteina de fue de (183 + 20 um) y (193 + 23 um) (p < 0,05), respectivamente. El porcentaje de eficacia
de carga de ASB fue de 14,68%. EI porcentaje de liberacion de la proteina fue 89,4% al cabo de 26
horas. La ASB liberada present6 una estructura secundaria normal, por lo tanto, el método de produccién
no la afect6. Los resultados mostraron que las ME formuladas presentaron caracteristicas apropiadas para
posibles usos en estomatologia.

Palabras claves: Microesferas, acido poli(D,L lactico—co—glicélico), sistemas de liberacion
controlada, estomatologia, albimina sérica de bovino.

ABSTRACT

Poly(D,L lactic—co—glycolic) acid (APLG) microspheres (ME) are controlled drug delivery
systems having application in dentistry. Because of its size and its release profile, ME might be employed
for releasing proteins inducing bone or dental regeneration. Accordingly it’s of great interest to explore
formulation of ME for future clinical use. Thus, we explored formulation of APLG-ME loaded with
bovine serum albumin protein, a molecule employed as a model before encapsulating proteins inducing
tissular regeneration. ME was produced by solvent extraction/evaporation method. The method produced
a particle yield of 58.2%. The ME was spheres with smooth surface but a porous matrix. Blank and
loaded microspheres sized (183 + 20 pm) and (193 + 23 um) (p < 0.05), respectively. A protein efficiency
encapsulation was of 14.68%. Burst release of protein was measured for 26 hr and it was found that ME
released 89.4 % of protein. The released protein presented a normal structure showing that the method did
not affect on the secondary structure of the protein. The formulated microspheres showed suitable
characteristics for possible future uses in dentistry.

Key words: Microspheres, poly(D,L lactic—co—glycolic) acid, controlled drug delivery system,
dentistry, bovine serum albumin.

INTRODUCCION
Los sistemas de liberacion controlada de medicamentos (SLC) se han estudiado ampliamente

como acarreadores de proteinas terapéuticas con aplicaciones en ingenieria tisular para tejidos
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orales [1]. Los SLC pueden ser formulados a base de polimeros biodegradables para atrapar
moléculas activas como las proteinas y factores de crecimiento (FC) [2]. Cuando los SLC se
colocan en el tejido y la matriz polimérica se degrada, los FC son liberados durante el tiempo que
dura la degradacion. Al liberarse los FC inducen la actividad metabolica en células blanco que a su
vez inducen la regeneracion tisular [2, 3]. En el caso de tejidos como huesos maxilofaciales o
tejidos dentales se ha observado que su regeneracion puede inducirse con SLC liberando algunos
FC de la sUper—familia de las proteinas morfogénicas dseas. Como ejemplo, SLC poliméricos
cargados con BMP-2, BMP-7 0 BMP-12 han demostrado utilidad en la regeneracion de tejidos
minerales en investigaciones in vitro o in vivo [4-7]. La investigacion y desarrollo de SLC cargados
con BMP resulta atractiva en el area de estomatologia ya que podrian emplearse para tratamientos
de regeneracién dsea maxilofacial y de tejidos dentales. [8, 9]. Los SLC pueden manufacturarse en
diversas arquitecturas tendiendo formas tales como andamiajes, membranas o microesferas (ME).
Las ME formadas con polimero son sistemas muy atractivos para aplicaciones en estomatologia
pues debido a su micro-tamafio es posible depositarlas por inyeccion en espacios reducidos como la

corona del diente, el conducto radicular y algunas lesiones maxilares (Figura 1).

Figura 1. Esquema representando los osos de las ME para
regeneracion tisular en estomatologia. A) Aplicacion de ME sobre la
pulpa dental, y B) Aplicacion de ME en un alvéolo luego de una
extraccion dental, y C) Aplicacion de ME en defecto 6seo.

Las ME producen la liberacion sostenida de una sustancia durante horas, dias e incluso
semanas. También la matriz en las ME protege la molécula atrapada contra el ambiente tisular y
finalmente las ME pueden ser desarrolladas en el laboratorio con el método de

extraccion/evaporacion del disolvente [10].
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Las ME pueden formarse a base de acido poli(D,L-lactico—co—glicolico) (APLG), un
polimero biodegradable y bicompatible que tiene la aprobacion de la “Food and Drug
Administration (EEUU)” para su uso en humanos. En el mercado existen ME para aplicaciones
clinicas incluyendo la estomatologia, por ejemplo ME cargando el antibiético minociclina empleado
en tratamientos para enfermedades de origen periodontal [11, 12].

El proceso de produccion de las ME se hace con el método de extraccién/evaporacion del
disolvente por doble emulsion, también Illamado método de solucién acuoso/oleoso/acuoso. En el
método una fase dispersa compuesta de una solucién de farmaco/APLG/disolvente oleoso (primera
emulsion) se mezcla con una fase acuosa (tensioactivo) para formar una segunda emulsién bajo un
sistema de agitacion magnética. Por consecuencia, durante la agitacion la fase dispersa se separa en
microgotas que cristalizan con la extraccion y evaporacion del disolvente de tal manera que se
obtienen las ME [10, 12]. Por sus propiedades y por la posibilidad de prepararlas en el laboratorio
sin necesidad de equipamientos sofisticados, las ME son interesantes a investigar como SLC para
estomatologia. El propdsito del presente estudio fue formular y caracterizar ME-APLG cargadas
con albumina sérica de bovino (ASB). Se emple6 las ASB como proteina modelo para tener
resultados como base antes de encapsular algun factor de crecimiento. La produccion de las ME se
hizo con el método de extraccion/evaporacion del solvente por doble emulsion. Para su
caracterizacion se evalué su morfologia interna y externa, tamafio, eficacia de encapsulacion,

liberacion de la ASB y posibles cambios en estructura secundaria de la ASB luego de liberarse.

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 APLG 75/25, 19.000 g-mol™, viscosidad intrinseca 0,20 dL-mg™, polidispersidad
de 1,8 (PLGA 7525 DL 2M, Batch 01-112-63; Lakeshore Biomaterials, Birmingham, AL, USA),
poli(vinil alcohol) (APV; Control Técnico y Representaciones, Monterrey, NL, México); Albumina
sérica de bovino (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) y diclorometano (DCM) (Productos
Quimicos Fermont, Monterrey, NL, México). Todos los reactivos empleados fueron de grado
analitico.

Formulacion de las ME. Las ME se desarrollaron con el método de doble emulsion [13]. En
breve, se diluyeron 200 mg en 1 mL de DCM y se mezclaron en vortice a una velocidad maxima
durante 1 minuto. Inmediatamente después, en la solucion anterior se agregaron 200 pL de una
solucién de ASB (30 mg-mL™) (PBS pH 7,4) y se mezclaron en un voértice a velocidad maxima

durante 1 minuto. La fase dispersa que se formo fue vertida en un vaso de precipitado conteniendo
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100 mL de APV al 0,1% bajo agitacion magnética (800 rpm, 37°C) para inducir la formacién de las
microgotas. Después de 15 minutos, se agregaron 100 mL de agua desionizada en incrementos de
10 mL para facilitar la extraccion del disolvente. La emulsion se mantuvo en agitacion durante 1:30
horas (37°C) hasta obtener la formacion de las ME. Después las particulas se recolectaron por
filtracion al vacio y durante la filtracion se lavaron con agua desionizada. Las ME fueron
recuperadas y congeladas para liofilizarlas posteriormente durante 4 horas. ME blanco (sin carga de
ASB) fueron preparadas bajo las mismas condiciones. El procedimiento se realizé por triplicado.

Morfologia. La morfologia interna y externa de las ME se observaron con un microscopio
electronico de barrido (MEB) (Phillips XL-30, Phillips; Koninklijke Philips Electronics NV,
Amsterdam, Netherlands). Se observaron ME completas o fracturadas colocadas sobre una cinta de
carbon y cubiertas previamente con una capa de oro (20 mA). Las muestras se observaron en
aumentos de 18, 200 y 400X.

Eficacia de recuperacion. La eficacia de recuperacion se calculé como el porcentaje del total
de peso de ME con respecto al total del peso total de material s6lido usado en el método.

Tamano de particula. Para medir el tamafio de las particulas, se fotografiaron 100 ME
cargadas y 100 ME blanco con una cadmara digital unida a un microscopio de luz usado en aumento
de 4X. El tamafio fue determinado por el programa Image J (version 1.37, Research Services
Branch, National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA) y posteriormente se calculo
un promedio. Se utilizd la prueba de Rangos Sefialados de Wilcoxon para evaluar posibles
diferencias estadisticas entre las ME cargadas y blanco.

Eficacia de encapsulacion de la ASB. 5 mg de ME cargadas o blanco fueron disueltas en 2
mL de DCM, enseguida en la solucién obtenida se hizo la medicién del valor de absorbancia (277
nm) con un sistema UV-VIS (Agilent 8453 UV-Visible Spectroscopy System, Agilent Technologies,
Mexico City, Mexico). En base a una curva de calibracion hecha previamente, se calculd la
concentracion de ASB en la muestra. La eficacia de encapsulacion se calculd de la siguiente
manera: carga experimental/carga tedrica x 100.

Liberacién de ASB. La liberacion de la ASB encapsulada en las ME fue evaluada durante 26
horas. Para eso, 20 mg de ME cargas con ASB fueron depositadas en un tubo Eppendorf cénico (1,5
mL) conteniendo 1 mL de PBS (pH 7,4). Las muestras se mantuvieron a una temperatura de 37°C
durante toda la evaluacion. A los tiempos establecidos, las muestras se centrifugaron (5 min, 5.000
rpm) (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf, Hauppauge, NY, USA) para provocar la suspension

de las ME en el fondo del tubo. Enseguida el sobrenadante de las muestras fue recuperado con una
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jeringa con un filtro de PTFE (45 um); luego de cada recoleccion se agreg6 PBS nuevo. Las
muestras recolectadas se almacenaron a 4°C hasta hacer las lecturas. Finalmente las muestras fueron
analizadas en un sistema UV-Vis (277 nm) para obtener la concentracion de ASB en relacién a los
valores de absorbancia encontrados. Todo el proceso fue hecho por triplicado.

Estabilidad de la ASB. La estabilidad de la ASB luego de liberarse en PBS se evaluo con la
técnica de dicroismo circular (Spectropolarimeter J-810, Jasco Corp, Easton, MD, USA). Una
muestra de ASB diluida en PBS fue analizada y comparada con una muestra de PBS en el cual
estuvieron suspendidas durante 26 horas las ME cargadas con ASB. Un espectro de la muestra fue

medido ocho veces para obtener un promedio de las mediciones.

3. RESULTADOS

El porcentaje de eficacia de recuperacion fue de 58,2%. Se obtuvieron particulas con una
morfologia esférica y de superficie lisa (Figuras 2 y 3). La matriz interna de las ME presento
porosidades (Figura 4). El promedio en tamafio de las ME cargadas fue de 183 + 20 um mientras
que para las ME blanco fue de 193 £ 23 um diametro; no se encontraron diferencias estadisticas
significativas (p < 0,05) entre ambos tipos de ME. Se obtuvo un porcentaje de eficacia de
encapsulaciéon de 14,68%. La liberacién, después de 26 horas, fue de 89,4% del total de la ASB
encapsulada (Figura 5). La estructura secundaria de la ASB no present6 ningun cambio después de

su liberacion (Figura 6).
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AccV Spot Magn Det WD I—T-Qmm

10.0kV 45 18x SE 12.1 PLGA-BSA Sphere

Figura 2. ME-APLG cargadas con ASB. La imagen representa una muestra de las particulas producidas.

305 Rev. Iber. Polimeros, 15(6), 301-311 (2014)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 15(6), Diciembre de 2013
Cerda-Cristerna et al. Microesferas de APLG

>

>

AccV SpotMagn Det WD F———— 100 pm
5.00kV 45 200x SE 13.3 PLGA-BSA Sphere

Figura 3. Imagen representativa de una ME—-APLG con ASB. Se observa una
superficie lisa. Las ME blanco presentaron también una superficie lisa (200X).

S

AccV SpotMagn Det WD F—— 50um
500kv 45 400x SE 13.4 PLGA-BSA Sphere

Figura 4. Imagen representativa de una ME-APLG con ASB que fue fracturada. Se
observan poros en la matriz (400X).
DISCUSION
Las ME-APLG son atractivos SLC para tratamientos en estomatologia que requieran la
liberacion prolongada de sustancias activas, por ejemplo FC que inducen regeneracion tisular. Por
lo tanto es importante explorar un método de produccion eficaz y que sirva como base para

desarrollar ME con propiedades para un futuro uso clinico.
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En este estudio se han desarrollado ME-APLG empleando el método de
extraccion/evaporacion del disolvente por doble emulsion. Este método es usado cominmente para
la encapsulacion de distintas sustancias activas y para formular ME con diversas caracteristicas
[12]. En el presente estudio se obtuvieron particulas con una morfologia esférica que fue resultado
de la naturaleza del método. Cuando la fase dispersa es agregada al APV sometido a agitacion
magnética, ésta se separa en microgotas que cristalizan formandose asi las ME, igualmente el APV
actla como tensioactivo, facilitando la formacion de microgotas esférica [14, 15]. Un hallazgo
particular fue que en nuestras muestras algunas particulas fueron ovoides (Figura 2). Esa morfologia
puede explicarse por una perturbacién de la fase acuosa (APV). En el método usado en este estudio,
con la intencién de inducir la extraccion del DCM, se agregd agua destilada en el APV en agitacion.
Ese hecho pudo causar la perturbacion del remolino durante la agitacion y afectar en la morfologia
de las ME. Yang y cols. [16] observaron que entre los primeros 5 y 15 minutos de inicio de
formacion de la segunda emulsién las micro—gotas son suaves y sensibles a las fuerzas de estrés que
perturban la fase continua, por lo tanto, las ME resultan con una geometria oval. La presencia de las
ME ovales indica que el sistema es inestable en el inicio de la preparacion, entonces debe
considerarse controlar la adicion de agua o bien incrementar el porcentaje de APV para lograr una
mejor estabilidad de las microgotas. En cuanto a la topografia, las imagenes con MEB maostraron
que las ME presentaron una superficie lisa (Figura 3). La formacién de una superficie lisa se explica
debido a que no existe un flujo entre la fase dispersa y lisa (0 viceversa) durante la solidificacion de
las microgotas ya que el flujo/influjo de agua produce canales que forman poros en el momento de
la solidificacion. El volumen/volumen de DCM/solucién de ASB también tiene influencia en la
formacion de una superficie lisa que induce una redisolucion del APLG en la superficie las micro—
gotas de manera que hay una formacion de superficie lisa [16]. En el caso de la matriz de las ME, se
encontrd la presencia de poros (Figure 4). Los poros en la matriz se explican debido a la presencia
de la solucion de ASB dentro de las microgotas. En la preparacion de la fase dispersa, la solucion de
ASB queda atrapada por APLG/DCM, de esa manera se logré atrapar la proteina en la matriz de
APLG. Por lo tanto, dentro de las micro—gotas que cristalizaron hay a su vez microgotas de la
solucion de ASB, eso da como resultado la presencia de porosidades al momento de la
solidificacion [17]. Por otro lado, la ASB participa también en la formacion de poros porque se ha
mostrado que tal proteina actia como una pelicula interfacial que forma gotas dentro de las ME que
se forman durante la agitacion lo que resulta en la presencia de poros en la matriz [18].

En su futura aplicacion clinica las ME podrian colocarse dentro de un diente o en defectos
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0seos, para eso el tamafio obtenido resulta adecuado. Incuso es adecuado para transportarlas con
una cucharilla metalica o para depositarlas por medio de una jeringa con una aguja de calibre 23 o
menor. En el caso de usarlas por inyeccion seria necesario hacerlo con ayuda de alguna solucion
transportadora.

La eficacia de recuperacion obtenida fue mayor del 50%. Esto implica que hubo pérdida de
material durante el proceso de preparacion de las ME. Al respecto se observé sedimentacion y
coalescencia de las microgotas durante los primeros minutos de agitacion. Aunque no se evalud
cuantitativamente el fenémeno, por observacion se not6 que APLG quedd pegado a la barra de imén
usada en la agitacion magnética. lgualmente consideramos que el porcentaje de APV (0,1%) no fue
suficiente para mantener la estabilidad de la emulsion y se sugiere que este fendmeno influyé al no
evitar la coalescencia de las microgotas. A pesar de la pérdida de material, los resultados fueron
similares a los reportados por otros autores empleando un método de extraccion/evaporacion del
solvente por doble emulsion; por ejemplo se han reportado porcentajes de eficacia de recuperacion
de 44,1, 58,6, 59,8 y 66,3% [19, 20]. Sin embargo, es posible obtener porcentajes mayores, como
reportan Soriano y cols., con eficacias de recuperacion del 78,9 al 89,9% [21].

En relacion a la eficacia de encapsulacion, se encontrd que no fue posible “atrapar” el 100%
de la ASB. Evidentemente en el proceso de preparacion de las ME se perdié ASB, tal situacion se
debid al flujo de la solucion de ASB dentro de las micro—gotas hacia la fase acuosa. Por otro lado,
es probable que la agitacion por vortice no haya sido ideal para formar la primera emulsién e
influy6 también en la pérdida de ASB. EIl porcentaje de eficacia de encapsulacion obtenido
(14,68%) fue similar al reportado por Porjazoska y cols. asi como por Boury y cols. [19, 22]
quienes obtuvieron valores del 8,5 al 12,7% y 9,0-11,4%, respectivamente. Estos resultados se
relacionaron también con la pérdida de ASB durante la preparaciéon de las ME. La encapsulacion
puede mejorarse con adaptaciones en el proceso de formacion de la primera emulsion en el futuro.

El tiempo de liberacion de ASB fue evaluado durante 26 horas, con lo que se obtuvo
informacién sobre la accién temprana del sistema (Figura 5). Se encontrd que se liber6 un
porcentaje de 89,4%. Durante las primeras 7,5 horas se observé que hubo un primer “chorro” de
liberacion y luego una liberacion sostenida hasta las 26 horas. Tal perfil se entiende debido a que la
liberacion inicial ocurrio al liberarse la ASB en la superficie o capa superficial de la ME la ASB
puede liberarse rapidamente cuando esta atrapada superficialmente y comienza la erosion del APLG
[23, 24]. Este resultado fue similar al porcentaje de liberacion que encontraron Porjazoska y cols.

[19] de 87% de liberacion de ASB en 25 horas; estos autores atribuyeron la importante liberacion a
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la presencia de proteina sobre la superficie de la ME.
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Figura 5. Liberacion acumulativa de la ASB.

El procedimiento de encapsulaciéon puede afectar la estructura de la proteina pues ésta se
expone al estrés durante la preparacion de la primera emulsién, ademas por el contacto del
disolvente y por las fuerzas de agitacion. Un cambio en la estructura de la proteina puede afectar su
funcion, aunque nuestras ME no fueron hechas para inducir accion biolégica, nos interesé conocer
si el proceso de produccién afecto la estructura de la ASB (Figura 6). En nuestro caso, la estructura
secundaria de la proteina no sufri6 ningin cambio. Otros autores han hecho observaciones
similares, por ejemplo, Sah y cols. [25] no encontraron cambios en la estructura de ASB en solucion
después que la mezclaron con una fase acuosa/oleosa, mientras que Kang y Singh [26] no
observaron agregacion de la ASB suspendida en la fase acuosa/oleosa.

5 . I . I . I .
185 200 220 240 260

Wavelength[nm]

Figura 6. El espectro azul representa la ASB liberada desde las ME mientras que el espectro verde
representa la ASB control. Cada espectro representa 8 determinaciones.
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CONCLUSIONES

El método de extraccion/evaporacion del disolvente con doble emulsion fue eficaz para la
produccién de ME con caracteristicas fisicas y de accion para una posible aplicacion clinica una vez
que lleven una molécula bioactiva. Este estudio se hizo con la intencion de tener un primer
acercamiento a la produccion de ME vy tener resultados que sean puntos de referencia para basar
futuras adaptaciones y mejorias del método. Por ejemplo, puede mejorarse el proceso de la
formacion de la primera emulsion que puede influir de manera importante en la eficacia de
encapsulacién. De igual manera, modificaciones al porcentaje de PVA podrian influir en la eficacia

de recuperacion.
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