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Introduccion

Se conoce que la concentracién del ién calcio actuaria positivamente en el proceso
reparativo apico periapical. Tal efecto se halla relacionado a la modulacién de un gen
osteoblastico.. El alto contenido de calcio proporcionado al medio extracelular, sumado a
la presencia de calcio generado durante la desmineralizacién del tejido éseo presente en
la zona de la lesién, induce a la homeostasis o equilibrio bioldgico a través de un
mecanismo de feedback negativo. Dicho equilibrio se debe en parte a la induccién de la
apoptosis en osteoclastos y al estimulo de liberacién de interleuquina 6 de los monocitos
de la médula o6sea local, que mediante un receptor sensible al calcio (presente en
osteoblastos, osteocitos y células de la médula 6sea, pero raramente en osteoclastos)
estimula la quimiotaxis y la sintesis de ADN en células de la serie monocitos macréfagos
J774. (Adebanjo et al 19982%; Yamaguchi et al 19983). Estos efectos han sido observados
en presencia de concentraciones de Ca’* iguales o mayores a 2,8 mM o ante la
presencia de neomicina (agonista de los receptores sensibles al calcio) 100 um. Tal
conocimiento impulsé intentos de adicionar calcio a la PLRM bajo diferentes formas
guimicas (hidréxido de calcio, hidroxiapatita, fosfato tricalcico, 6xido de calcio) no
habiéndose obtenido resultados exitosos, ya que se produce una modificacion sustancial
de su comportamiento reoldgico.

Maresca et al (SAIO 2000) ! informaron sobre el desarrollo de un recurso tecnoldgico
denominado microencapsulacion que permite la liberacion controlada y sostenida de
calcio contenido en microesferas aerodibles y biodegradables.

El mencionado recurso representa un método de gran utilidad a efectos de proporcionar
una concentracion de calcio adecuada en la zona de una lesidon apico periapical con el
objeto de favorecer los procesos de reparacion.

El propdsito de este trabajo fue verificar la liberacién controlada y sostenida de calcio a
partir de la preparaciéon pasta lentamente reabsorbible de Maisto/microesferas de
alginato de calcio (PLRM/MAC) en un modelo experimental murino, a una proporcion de
microesferas de alginato de calcio que no altera el comportamiento reoldgico del
material de obturacion endodontico estudiado.



Materiales y métodos

1.Sintesis de microesferas de alginato de calcio marcadas.

El método de formacién de las microesferas es un método de gelificacién idnica con un
paso intermedio de formacién de una emulsidon. (Fundueanu et al, 1998)*. Consiste en
suspender el compuesto que se va a encapsular en una solucidon acuosa de alginato
sddico, adicionando la mezcla mediante goteo, sobre una solucién acuosa de cloruro de
calcio que se encuentra sometida a una velocidad de agitacién adecuada. Al entrar la
gota de alginato sddico en contacto con Ca** se produce la gelificacién instantanea de la
misma obteniéndose microesferas de alginato de calcio insoluble en agua pero
permeable’.

La técnica de microencapsulacion utilizada por Bregni,C et al y descripta por Maresca et
al (2002)°® fue modificada obteniendo microesferas con carbonato de calcio y cloruro de
calcio marcadas con *°Ca.

Este proceso de obtencién de MAC transcurre en condiciones extremadamente suaves,
debido a que no requiere disolventes organicos, de agitacion enérgica y calos, ni de
agentes reticulantes perjudiciales.

2. Caracterizacion de las microesferas.

El tamafio y distribucion de tamafio de la microesferas se determiné mediante tamices
estandares (USP).

Para determinar las caracteristicas morfoldgicas (forma superficial) se sometieron a
microscopia electronica de barrido.

3. Anélisis mediante EDAX.
Las microesferas fueron sometidas al analisis por dispersion de rayos X en un EDAX
9100 con impacto de disparo de 200 nm.

4. Modelo experimental.

Se emplearon 8 ratas Wistar machos de 300 gramos de peso. Se colocaron 3 tubitos de
teflon en el tejido subcutaneo de cada animal en diferentes regiones topograficas de la
espalda y patas traseras. Los tubitos (utilizados con el objeto de contener los materiales
a estudiar) permanecieron posicionados durante periodos de tiempo de 24, 72 y 168
horas. Los animales se clasificaron en 2 grupos segun el contenido de los tubitos: Grupo
A): PLRM 150 mg + MAC marcadas 50 mg (n=3) y Grupo B): lanolina 150mg + MAC
marcadas 50 mg (n=3). Dos animales se emplearon como controles y se posicionaron
en ellos tubitos conteniendo PLRM 150 mg y otro lanolina 150 mg. Luego de
transcurridos los intervalos de tiempo mencionados se procedidé al sacrificio de los
animales bajo anestesia con dietil éter a dosis adecuadas; se retiraron los tubitos del
tejido celular subcutaneo y se midié la radiactividad remanente en el contenido de los
mismos en un contador de centelleo liquido. Para ello se tomé el contenido de los tubos
y se solubilizé en solucion buffer MOPS-TRIS 50 mM, pH 7,4. Luego se tomaron alicuotas
de diferente volumen y se incluyeron en solucién de centelleo.

5. Andlisis de datos.

Los datos se expresan con indicacion de DS. La diferencia entre medias de grupos se
estudié a través del test t de Student con un nivel de significacion de p< 0,05. Se
empled para tal tarea aplicaciones sofware adecuadas (Primer 3.02, Mc Graw Hill, St
Loui, USA). El ajuste de curvas se llevd a cabo a través del método de cuadrados
minimos haciendo uso del algoritmo de Gauss (Fraser & Susuki, 1973)”.

6. Origen y calidad de los reactivos.

Todos los reactivos empleados fueron de calidad analitica. EI °Ca(CaCl,) empleado en la
sintesis de las microesferas de alginato de calcio fue provisto por Sigma (New England,
USA).



Resultados
Se obtuvieron microesferas de alginato de calcio de distintos tamanfos, eligiendo las
de tamafio menor a 105 pm.

El analisis con EDAX mostrd que las microesferas estan constituidas por Calcio
53,65%, Cloruro 45,42%, Potasio 0,93%.
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La figura 1 muestra el porcentaje de calcio remanente en los tubitos luego de
transcurridos los intervalos de tiempo ya mencionados para los Grupos A y B. Se
hallaron diferencias significativas entre las medidas de ambos grupos para los
intervalos de tiempo 24 hs (t= 4.70, p=0.009, gl= 8), 72 hs (t=10.35, p<0.001,
gl=8) y 168 hs (t=3.04, p=0.039, gl=8). Ello evidencia que la liberacién de calcio



de la preparacion PLRM/MAC es mas lenta si se compara con la preparacion
lanolina/MAC.
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Fig 1. Porcentaje de calcio remanente en tubos de teflon posicionados en el tejido
celular subcutaneo de la rata luego de 24, 72 y 168 hs. 1: PLRM 150 mg + MAC
marcadas 50 mg (n=3) y 2: lanolina 150 mg + MAC marcadas 50 mg (n=3).
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La figura 2 muestra el porcentaje de calcio remanente (representado en escala
logaritmica) en funcidn del tiempo. El ajuste de los datos a rectas permite estimar
el tiempo en el cual el porcentaje de calcio remanente es minimo, obteniéndose los
siguientes resultados: Grupo A: 28 dias y Grupo B: 23 dias. Esto indica que la
preparacion PLRM/MAC presenta una liberacion de calcio mas sostenida en el
tiempo que la preparacion lanolina/MAC.
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Fig 2. Porcentaje de calcio remanente en tubos de teflén posicionados en el tejido
celular subcutdneo de la rata luego de 24, 72 y 168 horas. (e¢) PLRM 150 mg + MAC
marcadas 50 mg (n=3).



Discusion

Desde su introduccién en 1867 por Bowman®, la gutapercha es el material de
eleccion para la obturacion de conductos radiculares.

Los cementos selladores para la obturacion de conductos han sido concebidos para
estar confinados en el interior del espacio endoddntico y hasta el limite ideal de
trabajo como complemento de los conos de gutapercha con el objeto de lograr una
obturacidn inerte y hermética® 1% 11 12,

La infeccion remanente por la compleja anatomia radicular en conductillos
dentinarios, deltas apicales, conductos laterales y las imperfecciones de la
preparacién quirdrgica (Maisto,0 1984)!® son factores que dificultan la obturacién y
por ende influyen en el éxito del tratamiento.

El intento de superar estos inconvenientes llevo a la industria dental a incorporar a
los materiales de obturacion distintas sustancias antisépticas (N,: AGSA, Suiza;
cemento de Rickert: KERR SYBRON Corp, USA), corticoesteroides (RC"B;
Endomethasone: SEPTODONT, Paris), calcio (Sealapeex: KERR SYBRON Corp, EUA;
CRCS: HYGENIC Co, EUA; entre otros) y hasta yodoformo (Vitapex, presentado por
Kawakami en 1987: NEO DENTAL CHEMICAL PRODUCTS, Japén), para ejercer una
accion coadyuvante dentro del conducto radicular, accion que en los cementos
selladores se ejerce solo hasta que concluye su fraguado.

Maisto,O; sostenia que la permanencia de infeccién debida a las dificultades
anatomicas que en cada caso se oponen a una preparacion quirdrgica ideal sumada
a los inconvenientes de las técnicas operatorias del proceso de obturacién, crean
impedimentos en el orden quirdrgico que tratamos de compensar con otros “medios
terapéuticos”.

El empleo de pastas antisépticas para obturar conductos se basa en la accién
terapéutica de sus componentes sobre las paredes del conducto y sobre la zona
periapical (Maisto, O 1984),

Maresca, B sostiene que con la utilizacién de la PLRM (Segun férmula original de
Maisto,0 1962) se ejerce una accion terapéutica no solo dentro del conducto
radicular y su area de influencia, sino inclusive en el mismo sitio de la lesidon a
través de la sobreobturacion con dicho material.

Utilizando como recurso tecnoldgico la microencapsulacion se incorpora a un
material de obturacion endoddéntico permanente como la PLRM (cuyas propiedades
fisico gquimicas, mecanicas, reoldgicas y bacterioldgicas ya han sido estudiadas por
Maresca et al 1997'°) un determinado principio activo, en este caso el i6n calcio,
gue de otra manera seria incompatible en la misma forma farmacéutica.

Asi obtenemos una liberacion controlada y sostenida en el tiempo del principio
activo encapsulado, sumado a la liberacién lenta de yodo contenido en la férmula
de la PLRM (Ferndndez Monjes, ] et al 1994)'® sin alterar el comportamiento
reoldgico del material utilizado como vector (Maresca et al, 2000)?.

Una pequena sobreobturacion con dicho material (PLRM/MAC) sumaria a la accién
terapéutica de la PLRM la accién del calcio, actuando positivamente en el proceso
reparativo apico periapical.

En este trabajo se presentan resultados piloto relativos a la liberacién de calcio de
la preparacién PLRM/MAC en un modelo experimental murino. Se observé que la
liberacion de calcio de la preparacion PLRM/MAC es mas lenta que la liberacion de
la preparacion lanolina/MAC. Ello sugiere que la interaccién con los componentes de
la PLRM retardaria el movimiento de las microesferas, y por ende del calcio en ellas
contenido, hacia los tejidos circundantes al tubo de teflon. Ello constituiria una
ventaja pues permite una liberacion sostenida de calcio de mayor persistencia en el
tiempo. Los resultados indican que existe una liberacidon de calcio controlada y
sostenida en el tiempo de la preparacion en estudio en este modelo experimental a
una proporcion de MAC que no altera el comportamiento reoldgico del material de
obturacion. Los resultados aqui presentados contribuyen a una mejor comprension
del comportamiento de las microesferas de alginato de calcio combinadas con la
PLRM, que ademas de liberar yodo actlia como vector de las MAC para la liberacién



de calcio. No obstante, por tratarse de un estudio piloto, estos resultados seran
validados por estudios ulteriores que involucren a un mayor nimero de unidades
experimentales.
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