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RESUMEN

Objetivo: Encapsular 8—ALA en microesferas de alginato y evaluar su cinética liberacién.
Me¢étodos: Se utilizé el método de extrusion para la elaboracién de microesferas de alginato contiendo 6—
ALA; se observaron las ME al microscopio invertido y se midieron utilizando ImageJ 2.0; se evalud la
cinética de liberacion de las ME con 6—ALA por medio de la medicion del espectro en el UV-Vis con
previa curva de calibracion; se confirm¢ la liberacion de 6—ALA por medio del espectro observado al
espectrofluorometro, ademas con el efecto bactericida mostrado al agregar alicuotas de 6—ALA a cultivos
0,5 de McFarland de E. faecalis y contando las UFC. Resultados: Se obtuvieron microesferas cargadas
significativamente de mayor tamafio que las blanco (U de Mann Whitney: p < 0,0001); se observ6 una
liberacién en constante crecimiento desde 1 hora hasta los 30 dias; la espectrofluorometria reflejo la
liberacidn del 3—ALA al compararlo con la solucién blanco. Conclusion: Se demostrd la encapsulacién de
8—ALA en microesferas de alginato, conservando sus propiedades en sus diferentes periodos de
liberacién. Mostrado a través la disminucion en las UFC de los cultivo de E. faecalis.

Palabras Claves: Encapsulacion, 3-ALA, microesferas, alginato

ABSTRACT

Aim: To encapsulate 6—ALA in alginate microspheres and to evaluate their release Kinetics.
Methods: extrusion method for the preparation of alginate microspheres was used contend 6—ALA; were
observed ME by inverted microscope and measured using ImageJ 2.0, was evaluated for release kinetics
with 3~ALA ME through measuring the spectrum in the UV-Vis with a prior calibration curve; was
confirmed 6—ALA release through the spectrofluorometer observed spectrum also showed the bactericidal
effect by adding aliquots of 6—ALA crops McFarland 0,5 E. faecalis and counting the CFU. Results:
There were significantly higher loaded microspheres larger than white (Mann Whitney U: p < 0,0001),
there was a growing liberation from 1 hour to 30 days spectrofluorometry reflected the release of 6—ALA
when compared with the blank solution. Conclusion: It was shown that the encapsulation is achieved 6—
ALA in alginate microspheres while retaining their properties at different periods of release, showing by
reduction in CFUs of the E. faecalis.
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INTRODUCCION

El propdsito y fin primordial del tratamiento endodontico es la eliminacion de la infeccion
bacteriana presente en el sistema de conductos radiculares, para dar paso al proceso de reparacién
de la periodontitis apical. El tratamiento de conductos convencional, es un procedimiento altamente
predecible, con una tasa de éxito que alcanza el 97%, si se llega a restaurar debidamente la pieza
tratada; sin embargo, la incapacidad para desinfectar el sistema de conductos puede llevar al fracaso
0 a la persistencia de la patologia apical [1]. Desafortunadamente, las preparaciones biomecanicas
no pueden realizarse de manera que el conducto quede completamente libre de bacterias. El reto
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méas grande que enfrenta el clinico es la complejidad morfolégica del sistema de conductos,
particularmente los molares, y la organizacion de la microflora bacteriana en biofilms dentro de
estos [2].

En endodoncia, el irrigante mas cominmente utilizado es el hipoclorito de sodio, debido a sus
propiedades como agente antibacteriano y la disolucién de tejidos organicos, entre otras [3]. Sin
embargo, posee efectos citotoxicos y puede provocar reacciones inflamatorias en caso de sobrepasar
a los tejidos circundantes, por esta razén, debe utilizarse solamente dentro de los conductos
radiculares [4]. En casos de retratamiento, agudizaciones o fracaso endodontico, se utiliza como
coadyuvante la antibioticoterapia. Sin embargo, su utilizacion a largo plazo, ha provocado
resistencia bacteriana [5]. Debido a esto, es necesaria la busqueda de alternativas, no toxicas de
desinfeccion, donde la posibilidad de resistencia bacteriana sea minima.

Un método reciente para disminuir los patdégenos orales, es el uso de la terapia fotodindmica
(TFD), la cual se define como la irradiacién emitida por un laser de baja potencia que activa una
sustancia fotosensible; ésta ultima produce un efecto letal sobre un grupo de células especificas. El
fin es promover la liberacion de especies reactivas de oxigeno, que pueden causar destruccién de la
membrana celular bacteriana en ciertos casos, y en otros la inhibicion de enzimas, o ambas. En
trabajos pasados, se utilizd la terapia fotodindmica con agentes fotosensibilzantes como la
Verteporfina y el acido d—aminolevulinico [6,7] en E.faecalis en estado planctonico y biofilm
respectivamente, con resultados que demuestran la utilidad de estos fotosensibilizantes como
agentes antibacterianos, por lo cual el paso a seguir es lograr encapsularlos para su utilizacion como
medicamento de liberacion controlada.

El objetivo del presente estudio fue encapsular 3—ALA en microesferas de alginato, evaluando
su cinética de liberacion. De la misma manera se evalud la eficiencia de carga y recuperacién de las
microesferas. Para posteriormente determinar la liberacion de Protoporfirina IX (PplX) por medio
espectrofluorometria.

PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y equipos. Para la elaboracion de las microesferas, se utilizd el método de
extrusion por goteo. La metodologia se desarrollé de la siguiente manera: Se prepard una solucion
de 150 mg por 10 mL de alginato de sodio (Sigma, St. Louis, MO) en agua destilada, y se dejo en
agitacion constante durante 10 minutos. A la solucion anterior se le agregaron 10 mg de clorhidrato
de acido aminolevulinico (Sigma-Aldrich), y se dejé en agitacion otros 10 minutos. Por separado,
se prepar0 una solucién de 1,1 g/100 mL de cloruro de calcio (Sigma—Aldrich) en agua destilada, y
se vertio sobre un recipiente amplio de vidrio (Pyrex, World Kitchen México). La primera solucion

se vertié sobre la segunda utilizando aerdégrafo (Goni 34000, USA) a 10 cm del recipiente para
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formar las microesferas. Una vez formadas, se recuperaron por medio de filtracion con papel filtro
con porosidad de 2 micrones (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA), y se hicieron lavados
con alcohol para eliminar los excesos del cloruro de calcio. Posteriormente, se dejaron secando
durante 24 horas y se pasaron a un tubo de ensayo cubierto para mantenerlas en refrigeracion. Se
utiliz6 el mismo procedimiento para las microesferas blanco, sin adicionar 6—ALA. El
procedimiento se realiz6 por triplicado para ambos tipos de microesferas.

Tamano de las microesferas de alginato. Se obtuvo el diametro de las microesferas,
colocando 1ml de la solucién de cloruro de calcio conteniendo las ME sobre un porta objetos, para
después observarlas bajo el microscopio invertido (Leica DM IL LED, Leica Microsystems GmbH
Wetzlar, Germany). Posteriormente, se procedio a tomar fotografias de las mismas con un aumento
de 40X. Las fotografias fueron analizadas con el programa ImageJ version 2.0 (Wayne Rasband,
NIH, USA), con el cual se realiz6 la medicién del diametro de las ME.

Eficacia de recuperacion. Para determinar la cantidad de microesferas producidas, se calculd
el porcentaje del peso obtenido de la cantidad de material solido utilizado para su elaboracién de

acuerdo a la formula (1):

Pezo delas ME
% de REecuperacién =-—-—————————— =100

Matenal Sélida

1)

Eficacia de carga. Para conocer la eficacia de carga, se diluyeron 3 mg de microesferas en 3
ml de PBS, y se sometieron a disrupcidon sonica, liberando asi el contenido de 6—ALA. Una vez
liberado, la solucion es llevada al espectrofotometro para obtener la lectura de absorbancia, la cual
corresponde a una determinada cantidad de 6-ALA, de acuerdo con la curva de calibracion

realizada inicialmente, de acuerdo con la formula (2):

Absorbancia obtenidax 100
Uhde Carga = —-m-mmmmememm e e
Absorbancia dela calibracién

)

Cinética de liberacion. Para evaluar la cinética de liberacion del 6—ALA, se suspendié 1 mg
de microesferas cargadas en 1 mL de PBS en tubos de ensayo, dejandolos a 37°C. Se realizd la
recoleccion de la solucion en los siguientes periodos: 1, 3, 9, 12, 24, 48 h, y 7, 14, y 30 dias. Antes
de cada recoleccion, los tubos se centrifugaron a 5.000 rpm por 3 minutos. Las alicuotas obtenidas
fueron observadas al UV-Vis (Modern Sciences M7552, USA) a 264 nm para determinar la
concentracion de —ALA liberada. Previamente se realizd una curva de calibracion para obtener las

concentraciones con base en la absorbancia. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.
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Deteccidon de PplX enddgena. Para determinar que efectivamente el 6—ALA permanecia
estable después de su encapsulacion, se confirmo por la produccion de PplX enddgena por parte de
E. faecalis. Se colocaron 2 mL de in6culo a 0,5 en la escala de McFarland, y 1 mL de la solucion
experimental (7, 14, y 30 dias). Se dejaron por 3 horas en incubacion a 37°C protegidos de la luz,
en movimiento constante (Agitador Orbitario Glas—Col Terre Haute IN, USA). El ensayo se realizd
por triplicado. Se tom6 1 mL de esta muestra para posteriormente evaluar el efecto bactericida. Se
centrifugaron las muestras a 5.000 rpm (Centrifuge Eppendorf 5810R, USA) por 12 minutos y se
retird el sobrenadante. Se resuspendié la pastilla celular con 2 mL de PBS, y se volvid a centrifugar
esta vez a 5.000 rpm por 5 minutos. La pastilla se resuspendié en 2 mL de solucion etanol, dimetil
sulfoxido (DMSO) 4acido acético (80:20:1 v/v/v) para la disrupcion de las células, ademéas de
someterlas a disrupcion sénica por 5 ciclos de 5 segundos a 0 grados. Se centrifugé nuevamente a
5.000 rpm por 3 minutos y el sobrenadante fue tomado y se llevé en cubetas de cuarzo para su
lectura al espectrofluorémetro (PTI Photon Technology International M5020, USA) a una
excitacion de 382 nm en un barrido de 400 a 600 nm para determinar la presencia de PplX.

Se calcularon las medidas de tendencia central y dispersion de los datos. Estos estan
expresados como promedio y desviacion estandar del didmetro de las microesferas. Las diferencias
en didmetro entre microesferas blanco y cargadas se examinaron por medio de la prueba U de Mann
Whitney.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los microorganismos juegan un papel crucial en el desarrollo de las lesiones pulpares y
periapicales. Especificamente, E.faecalis tiene especial protagonismo por su resistencia a
antibidticos y capacidad de formar un biofilm, el cual dificulta la penetracién de los agentes
antibacterianos [8,9].

El hipoclorito de sodio se recomienda como el principal irrigante de conductos por su amplio
espectro bactericida, disolucion de barro dentinario asi como prevenir su formacion, y la capacidad
de disolver tejido organico. Sin embargo, ha demostrado tener efectos citotoxicos en tejido vital, lo
que puede provocar reacciones inflamatorias si se sobrepasa al peridpice [5]. En casos de fracaso
endodontico, retratamiento, retratamiento quirtrgico o extraccion, se utiliza la antibioticoterapia y
antisepticos como terapias adjuntas. Sin embargo, han contribuido al desarrollo de la resistencia por
parte de los microorganismos. Por ello existe una necesidad cada vez mayor de encontrar
alternativas a los métodos actuales de desinfeccion. Debido a esto, la TFD ha crecido desde los
trabajos a principios del siglo XX por parte de Raab [10], sobre todo por la creciente necesidad de
encontrar alternativas viables y no toxicas de desinfeccion, para contrarrestar los efectos indeseados

de los medicamentos actuales.
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Para encapsular 6—ALA, se utiliz6 alginato de algas pardas, ya que posee diferentes ventajas
sobre otros métodos, como la falta de uso de solventes organicos para su elaboracion, alta porosidad
y difusion de moléculas, baja inmunogenicidad y biocompatibilidad [13]. Existen tres maneras de
formar microesferas con alginato. La primera y méas simple es la de extrusion por goteo, donde se
coloca una solucion de alginato junto con la proteina a encapsular, en un atomizador o spray. Luego
se rocia sobre una solucidn gelificante de cloruro de calcio donde se formaran las microesferas [12].
La segunda es por emulsion aceite en agua (0-w), donde se utilizan solventes quimicos fuertes
como el éter etilico, para remover el aceite al final del proceso [13]. La tercera es la coacervacion
de polielectrolitos cargados opuestamente, donde dos soluciones con cargas opuestas se separan,
dependiendo del pH, fuerza idénica y la cantidad de solucidn polielectrolitica [14]. EI presente
estudio se utilizo la primera por su simplicidad, y facilidad de manipular la forma en que se forman
las particulas.

Tamario de la particula. El tamafio de las particulas con 3—ALA del presente trabajo fue de
un promedio de 41 (£ 9 um), y el de las particulas blanco fue de 34 (£ 8 um), obteniendo
diferencias significativas (p < 0,0001) entre ambos tamafios, la Figura 1 se pueden observar estos

resultados.

Tamafio de la Particula

H336

4137

Cargadas Blanco
Microesferas

Figura 1. Tamafio de las microesferas cargadas y blanco. Los datos son expresados en micrémetros.

Esto debido a que al encapsular una proteina, la matriz polisacarida adopta la morfologia de la
misma, obteniendo usualmente microesferas de tamafios mayores (como ndcleos de crecimiento), y
con formas irregulares, en comparacion con las esferas vacias [11]. Ademas la solucién cargada con
0—ALA, presentaba una mayor viscosidad debido a la proporcién polvo/liquido de la misma. Este
diametro es menor a lo reportado por Martin et al en 2007 [15] para microesferas de alginato, quien

registré un promedio de 96,96 um por particula. Un menor tamafio de particula podria ser de
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utilidad en el area endodontica, ya que con una menor viscosidad de la medicacion intraconducto,
podria significar mayor fluidez hacia los conductos accesorios y el periapice.

Eficacia de recuperacion. La eficacia de recuperacion obtenida fue de un 60.95%. Esto es
debido a la metodologia utilizada, ya que al realizar la extrusion, cierta cantidad de solucién se llega
a perder en el ambiente, y no logra llegar a la solucion gelificante. Por otro lado, los restos del gel
neoformado en las paredes del recipiente no se pudieron recuperar sin alterar las propiedades fisicas
de las microesferas. Existen reportes en los cuales el porcentaje va de un 50 a un 87% [16,17] sin
especificacion de un porcentaje que se considere adecuado. Por lo cual el porcentaje obtenido es
adecuado para este estudio, ya que es inminente la pérdida de material durante la preparacion de las
microesferas.

Eficacia de carga. La media del prcentaje de carga fue del 59,76%, al interpolar el resultado
con la curva de calibracién que se efectu6 previamente. Los reportes de encapsulacion de 6—ALA se
han realizado en liposomas o microesferas lipidicas. Di Venosa y cols. reportan una carga maxima
de 5% en liposomas, al utilizar 2 mM de 6-ALA solo, y porcentajes todavia menores al utilizar
mayores concentraciones, debido a una saturacion de la solucion donde las bicapas de lipidos no
pueden incorporar mas medicamento. También reportan haber aumentado este porcentaje hasta un
70% utilizando He-ALA (ALA-hexil éster), y 87% con Und-ALA (ALA-undecanoil éster),
debido a la interaccion de los ésteres con la bicapa lipidico [12]. Kosobe y cols encapsularon 6—
ALA en liposomas multilaminares compuesto de DPCC—colesterol (7:3), con una eficacia de carga
de 5,5% [19]. Han y cols. encapsularon 3-ALA en vesiculas lipidicas a una concentracién de 100
mg/mL y 1 M de 6—ALA. Ellos obtuvieron un porcentaje que varia entre 47 y 62% [20] Ademas,
Pierre y cols prepararon liposomas de 6—ALA con ceramida (50%), colesterol (28%), &cido
palmitico (17%), y a—tocoferol (5%), para obtener un porcentaje de carga de 5,7% [17].

La cantidad de proteina cargada depende de diferentes factores como lo son el peso
molecular, que en caso del 3—ALA es de 167,8 D, la cantidad de reactivo utilizado, o la relacion
entre el polimero y la proteina. Ya que nosotros no encontramos reportes previos de la
encapsulacion de 6—ALA en microesferas de alginato, el porcentaje obtenido podria deberse a una
buena adsorcion del —ALA por parte del alginato.

Cinética de liberacion. La liberacion del 6—ALA se pudo observar como un aumento en la
concentracion del mismo a lo largo del tiempo, siendo sustancialmente mayor después de los 7 dias
de que en las primeras 48 horas. Se logré ver una meseta en la liberacion de las 24-48 horas, pero a

largo plazo el aumento fue constante (Figura 2).
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Figura 2. Liberacion de 6—ALA a los diferentes tiempos de evaluacion, expresado en pg/mL.

Al medir la liberacion de 6—ALA se pudo observar un aumento constante en la concentracion
en las diferentes mediciones durante los 30 dias. Después de las primeras 48 horas, el aumento fue
mayor, lo que siguiere su potencial uso en la terapia endodontica. Llevando a cabo desinfecciones
repetidas a diferentes periodos de tiempo, disminuyendo asi las posibles agudizaciones. Se
necesitan mas investigaciones para esto, como estudios experimentales in vitro en piezas dentales
extraidas para evaluar la desinfeccion, y posteriormente ensayos clinicos que evallen la accion
bactericida a diferentes periodos de las microesferas cargadas con 6—ALA.

Deteccion de PplX enddgena. En la Figura 3 se muestran los espectros de las lecturas de las
musestras llevadas a espectrofluorometria donde tres alicuotas presentan pico de emisién a los 428
nm, el cual esta dentro de lo que corresponde a la PplX. La lectura de la solucién blanco (DMSO
solo), muestra un espectro menor, asi como su absorbancia.

Counts/second

Wavelength (nm)

Figura 3. Espectro de las 3 muestras de liberacién de 3—ALA con respecto ael grupo control DMSO solo (linea azul).
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Aunque se han utilizado sustancias diferentes como agentes sensibilizantes para el uso
endodontico y odontoldgico en general, se eligio el 6—ALA para este estudio debido a las
propiedades mencionadas, y su creciente utilizacion en el area oncoldgica como mas recientemente
en el area microbioldgica, con estudios que mencionan su efecto sobre E.coli, Pseudomonas
aeruginosa, S.aureus entre otros [20]. Debido a que —ALA no es un agente sensibilizante por si
mismo, sino que induce la produccién endogena de PplX por parte de las células, es posible que su
efecto bactericida sea mayor que el de los demas agentes, que acttan por medio de la penetracion
en la membrana plasmatica, puesto que existen cepas capaces de resistir dicha penetracion,
haciendo que la terapia sea ineficaz [19]. Fontinos y cols. 2008 reportaron que existe suficiente
acumulacién de protoporfirinas fotoactivadas en varias de cepas de microorganismo gram+ y gram—
, con lo cual se pudo realizar una buena desinfeccion por fotoactivacion [20]. Szocs y cols.
Reportaron el efecto del —ALA utilizando E.coli, donde concluyen que existe una liberacion
endogena de PplX por parte de las bacterias, y que éstas puede ser destruidas por medio de la
terapia fotodinamica, no asi por la toxicidad del 6—ALA en si [9]. En este estudio se pudo observar
que la sustancia liberada, es en realidad 6—ALA, y que no sufrio cambios en su estructura o
capacidad, haciendo que se liberara de manera enddgena la PplX por parte de E.faecalis,
confirmandolo por medio de espectrofluorometria. El pico de absorbancia de las 3 muestras fue
mayor que la solucién blanco de DMSO (dimetil sulféxico), alcanzando dicho pico a los 438 nm, lo

cual corresponde a la longitud de onda de la PplX.

CONCLUSIONES
Se logr6 la encapsulacion de 6—ALA en microesferas de alginato, obteniendo tamafios de
particulas pequefias y constantes, y se demostré que conserva sus propiedades en sus diferentes

periodos de liberacion.
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