ENDODONCIA
Volumen 19
Numero 1
Enero-Marzo 2001

Articulo Original

O. Cortés Lillo?
J.R. Boj Quesada?
C. Canalda Sahli?
C. Garcia Ballesta*

1 Prof. Asociada. Universidad de Murcia.
2 Prof. Titular. Universidad de Barcelona.
3 Catedritico. Universidad de Barcelona.
4 Prof. Titular. Universidad de Murcia

Correspondencia:

Prof. J.R. Boj Quesada.
Facultad de Odontologia.
Universidad de Barcelona.

C/ Feixa Llarga s/n.

08907 L'Hospitalet (Barcelona)
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RESUMEN

La pulpotomia es uno de los tratamientos mas
frecuentes en odontopediatria, siendo hasta ahora el
formocresol el firmaco mis frecuentemente
utilizado, pero su uso esta siendo discutido debido a
su potencial toxicidad. Existen distintas alternativas;
agentes como el glutaraldehido y el sulfato férrico,
materiales biocompatibles como el coligeno, hueso
liofilizado y proteinas morfogenéticas formadoras de
hueso, o técnicas como la electrocoagulacion o la
aplicacion de laser. Por ello, son fundamentales, no
solo los estudios clinicos y radiolégicos, sino
también los estudios histologicos que nos muestran
la respuesta del tejido pulpar ante la aplicacion de
los distintos materiales o técnicas. Estos estudios se
realizan con diferentes especies animales y a su vez
con distinta metodologia.

El objetivo de este trabajo ha sido describir una
técnica para realizar estudios pulpares en molares
de rata y estudiar la respuesta histolégica que se
observa en una exposicion pulpar con la aplicacion
posterior de un agente como el hueso liofilizado.
Nuestros resultados destacan que la técnica
desarrollada para las exposiciones pulpares en ratas

es adecuada y reproducible en otros estudios sobre
el efecto de los distintos farmacos en el tejido

pulpar.

PALABRAS CLAVE

Biocompatibilidad; Pulpotomia; Medicaciones
pulpares.

ABSTRACT

The pulpotomy is one of the most frequent treatments
in the primary dentition. Formocresol is still the pulp
dressing most frequently utilized in clinical practice
but formocresol use is being discussed because of the
potential toxic effects. There are different
alternatives; some of them are: glutaraldebyde, ferric
sulfate, collagen, freeze dried bone, bone
morphogenetic proteins, electrosurgical pulpotomy
and laser therapy. So, there are not only clinical and
radiographic studies but also histological evaluation
of the pulp healing process after pulpotomies. These
studies use different species and besides a structured
methodology.
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The aim of this study was to describe a method to
perform pulpal exposures in molar rats, and assess
the pulpal response after applying [reeze dried bone.
Our results show that this method is suitable for
pulpal exposures in molar rats and describes a
technique that can be used in other studies.

KEY WORDS

Biocompatibility; Pulpotomy; Pulpal medicaments.

INTRODUCCION

La pulpotomia es uno de los tratamientos mas fre-
cuentes en odontopediatria, siendo hasta ahora el for-
mocresol el fairmaco mas frecuentemente utilizado,
pero su utilizacion esta siendo discutida debido a su
potencial toxicidad®>. Existen distintas alternativas;
agentes como el glutaraldehido® 7 y el sulfato férri-
co® 9, materiales biocompatibles como el coldgeno®
W hueso liofilizado2 1%y proteinas morfogenéticas
formadoras de hueso4 15, o técnicas como la elec-
trocoagulacion® o la aplicacion de laser?”. El uso de
estos materiales persigue que se permita mantener la
vitalidad y funcion del tejido pulpar remanente asi
como favorecer su reparacion.

Por ello, son fundamentales, no sdélo los estudios
clinicos y radiologicos, sino también los estudios his-
tologicos que nos muestran la respuesta del tejido pul-
par ante la aplicacion de los distintos materiales o téc-
nicas, asi como los estudios experimentales para cono-
cer sus efectos toxicos y su farmacocinética (absor-
cion, distribucion, metabolizacion y eliminacion).

Estos estudios se realizan con diferentes especies
animales y, a su vez, con distinta metodologia. A par-
tir de ellos es posible prever la respuesta clinica en la
especie humana; aunque con la consideracion amplia-
mente aceptada que las conclusiones obtenidas a par-
tir de estos estudios no pueden ser extrapoladas en su
totalidad a las condiciones humanas, puesto que exis-
ten diferencias anatémicas y fisiologicas y también
metodoldgicas entre las especies que modifican el
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resultado obtenido. No obstante, a pesar de ello, no
es posible éticamente iniciar una investigacion direc-
tamente en la especie humana, por lo que los datos
experimentales nos aportan una serie de criterios antes
de iniciar las fases clinicas"®.

MODELOS EXPERIMENTALES

Los modelos animales son utiles en la investigacion
dental porque se pueden controlar mejor las distin-
tas variables. La seleccion de la especie apropiada para
una investigacion es fundamental para establecer un
diseno experimental adecuado. Como en otras ramas
de la investigacion médica hay algunas especies que
se utilizan frecuentemente en la investigacion dental.
Entre ellas se incluyen: monos, cerdos, perros, ratas y
hamsters.

Se han utilizado diferentes primates en la investi-
gacion dental©7101220 Tienen dos pares de denticion,
una temporal y otra permanente, y esta dltima es mor-
fologicamente similar a la de los humanos, excepto en
los largos caninos®@. Esta caracteristica permite desa-
rrollar un método muy similar al de los dientes huma-
nos tanto por su acceso y tamano dental, que permi-
te la utilizacion de aislamiento con dique, y la no modi-
ficacion del instrumental y los materiales de que dis-
ponemos. También anatomicamente sus dientes y
estructuras adyacentes son muy parecidas, aunque bien
es cierto que en ocasiones las reacciones que se obser-
van son mas severas y extremas que en nuestra espe-
cie@.

Asi, dentro de las pulpotomias son varios los estu-
dios realizados con monos para la valoracion de la res-
puesta pulpar con determinados agentes o la aplica-
cion de distintas técnicas. Principalmente han sido uti-
lizados para estudios con materiales biocompatibles
como el colageno"? 1 hueso liofilizado"2. 13 y las pro-
teinas morfogenéticas!®, asi como también para téc-
nicas con electrocoagulacion®®. En ellos el tiempo
maximo de evolucion que se establece oscila entre las
6y las 36 semanas, siendo mayor que en otras espe-
cies.
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Los perros también han sido utilizados en estudios
pulpares, aunque para determinados tratamientos,
como las pulpectomias, con menor frecuencia debido
a su anatomia dental apical o ldmina cribosa que pre-
senta multiples terminaciones2®,

Se ha pensado en el cerdo como animal util para
estudios en ortodoncia, periodoncia, patologia y tera-
péutica pulpar, aunque atin no ha sido ampliamente
adoptado como modelo experimental®”. Langeland y
cols.@ llevaron a cabo un estudio metodologico com-
parativo entre dientes humanos, dientes de mono y
dientes de cerdo, y observaron que las reacciones pul-
pares en los dientes de mono y los dientes de cerdo
eran mas violentas y marcadas, y ademas con mayo-
res porcentajes de aposicion y reabsorcion en los dien-
tes de cerdo.

Con menor frecuencia los dientes de cabra también
se han empleado en estos estudios sobre patologia
pulpar. Eronat y cols.3” realizaron exposiciones pul-
pares en incisivos de cabra con aplicaciones de dis-
tintos farmacos y observaron su respuesta, siendo el
periodo maximo establecido de 28 dias.

En el campo de los tratamientos pulpares y mas
concretamente de las pulpotomias, las ratas han sido
ampliamente utilizadas®-5313%. Son animales adecua-
dos porque son facilmente disponibles en gran nime-
ro, manejables y comparativamente econdmicas.
Ademas, en los estudios llevados a cabo por Ranly®?
y Myers®® sobre la distribucion sistémica del glutaral-
dehido, se obtuvieron resultados equiparables a los
resultados en perros.

Su respuesta histologica es inicialmente severa y
continua, con inflamacién cronica que persiste. Por
otro lado, el tiempo que hemos de esperar para obser-
var el resultado del tratamiento es mds corto que en
otras especies, asi a los 21 dias ya es posible valorar
un proceso inicialmente reparativo (formacion de un
puente dentinario) o, por lo contrario, una inflama-
cion severa®?,

Pero en cuanto a técnica y método presenta algu-
nas limitaciones dado el dificil acceso a la cavidad oral,
el tamano pequeno de sus molares y la necesidad de
un instrumental y material apropiado para trabajar.
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Berman y Massler®? en 1958 publicaron un trabajo
sobre las pulpotomias en los primeros molares maxi-
lares de rata.

El objetivo de este trabajo es describir una técnica
para realizar estudios pulpares en molares de rata y
analizar los cambios pulpares que se producen tras
una exposicion pulpar con la aplicacion posterior de
alguno de los productos que se utilizan para los tra-
tamientos pulpares. En este caso en concreto se tra-
bajoé con una muestra pequena y con hueso liofiliza-
do, para valorar la posibilidad de realizar posterior-
mente una investigacion mas detallada.

TECNICA EN RATAS
Procedimiento operatorio

La muestra del trabajo consistié en 4 ratas Sprague-
Dawley, macho, de peso aproximado 150-250 gr, en
las que se trabajo en el primer molar maxilar superior
derecho e izquierdo, debido a que los molares man-
dibulares quedan en la profundidad del suelo de la
boca y su acceso es practicamente imposible.

Los animales fueron anestesiados por via intra-
muscular con Ketamina (Ketolar®) a dosis de 75
mgt/kgr y se colocaron en una tabla operatoria. La len-
gua y la mucosa yugal se separaron del campo ope-
ratorio. Las fresas que se utilizaron fueron piriformes
de tungsteno de pequeno tamano (H7-008). Se utili-
zaron lentes binoculares para una mejor visualizacion
del campo operatorio. El acceso a la camara pulpar se
hizo desde la superficie oclusal (Fig. 1). Se tall6 una
pequena cavidad proxima a la cimara pulpar para pos-
teriormente realizar la apertura cameral. La irrigacion
durante todo el procedimiento se hizo con una peque-
fia jeringa con agua destilada. Se intenté mantener el
mismo tamano en todas las exposiciones y no pro-
fundizar en exceso para evitar la perforacion del suelo
de la cadmara pulpar.

Si habia un exceso de sangrado se control6 con
puntas de papel. Algunas exposiciones no sangraron
o lo hicieron muy débilmente. Después de realizar la
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Figura 1. Acceso a la camara pulpar desde la superficie oclusal
del primer molar maxilar.

exposicion pulpar se eliminé la pulpa cameral con
la fresa y, si quedaba algun resto de tejido pulpar, se
eliminaba con una lima de didmetro 5022,

En cuanto a la aplicacion del agente en este caso,
al tratarse de un material biocompatible, se preparé
una mezcla de hueso liofilizado con suero fisiologico,
obteniéndose una pasta que se aplico sobre la expo-
sicion pulpar con ayuda de una espatula-atacador.

Finalmente se aplicé la base sin presionar excesi-
vamente: Oxido de zinc-eugenol (proporcion polvo/
liquido 2:1). Sobre cada una de ellas se coloc6 amal-
gama para evitar las filtraciones y la pérdida de la base
(Fig. 2).

Los animales permanecieron durante el tiempo del
estudio a una temperatura de 20-25°C y con ciclos de
luz/oscuridad de 12 horas diarias. A los 45 dias las
ratas se sacrificaron.

Técnica histologica

Una vez sacrificadas se realizo la diseccion de la
hemimaxila y se fijé en una solucién de formol al 10%.
La fijacion tiene el objetivo de preservar las estructu-
ras tisulares y celulares de tal forma que muestren el
mayor parecido posible a su estado 7 vivo. La fijacion
con formol no causa una pérdida en el volumen de
los tejidos blandos pero en la deshidratacion posterior

Figura 2. Colocacion de la restauracion de amalgama.

con alcohol, y al embeberlo en parafina, pueden apa-
recer contracciones en los tejidos.

Las muestras de las secciones de hemimaxila fue-
ron descalcificadas en una solucion de acido férmi-
co y acido clorhidrico (1000 ml agua destilada, 202 ml
acido clorhidrico, 253 ml acido férmico, 1.356 ml agua
destilada). La descalcificacion es un apartado que com-
plica la técnica histologica en los tejidos duros (cal-
cificados). Se realiza con soluciones acidas que resul-
tan agresivas al tejido y, por tanto, se requiere el tiem-
po preciso sin excederse. Una vez descalcificadas, las
muestras se lavaron con agua abundante y se inclu-
yeron en parafina. El proceso de inclusion en parafi-
na conlleva la sustitucion del agua de los tejidos por
parafina. Para ello la muestra pasa por una serie de
soluciones alcohdlicas crecientes, sustituyendo el agua
de los tejidos por alcohol y éste por xilol para final-
mente reemplazarlo por parafina templada. Esta se
deja enfriar en un molde sobre el que se coloca un
cassette y se obtiene un bloque con la muestra.

A continuacion se realizaron los cortes con un
microtomo con un grosor de 6-8 micras (Fig. 3). Estos
se depositaron en un portaobjetos y se dejaron secar.
Una vez eliminada la parafina de los cortes con xilol
y una serie de soluciones alcoholicas decrecientes, se
realiz6 la tincién con hematoxilina y eosina. Esta es la
técnica utilizada con mas frecuencia en la histologia
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Figura 3. Muestras en bloque de parafina para la seccion de los
cortes con el microtomo.

animal y patolégica de rutina. El colorante basico,
hematoxilina, tine las estructuras acidas de azul pur-
pura; por ejemplo los ntcleos, debido a su gran con-
tenido de ADN. Por el contrario, la eosina es un colo-
rante acido que tine las estructuras basicas de color
rojo o rosa. La mayoria de las proteinas citoplasmati-
cas son bdsicas y por lo tanto el citoplasma se suele
teir de rosa o rosado.

Evaluacion histologica

Los cortes de las muestras fueron evaluados en el
microscopio 6ptico para determinar la respuesta pul-
par. En cada muestra se analizo el tercio superior, el
tercio medio y el tercio inferior de la pulpa radicu-
lar. La evaluacion histologica la realizé un anatomo-
patélogo que, en todos los casos, fue el Gnico obser-
vador, sin ninguna referencia sobre el agente pulpar
utilizado previamente. Para su evaluacion se tuvieron
en cuenta los criterios de Horsted y cols.®” modifi-
cados posteriormente por Fuks y cols.6®. Los criterios
fueron los siguientes;

1. Grado de inflamacion:

a. Ninguna, pulpa vital, ausencia de inflamacion.

b. Ligera, pocas células inflamatorias.

¢. Moderada, inflamacion evidente pero limitada

al tercio coronal de la pulpa radicular.

Metodologia para estudios histolégicos pulpares en ratas

Figura 4. Microfotografia de la pulpa radicular 45 dias después
del tratamiento con hueso liofilizado. Pérdida parcial de la
restauracion. Calcificaciones distroficas. (HEE,20X).

d. Severa, inflamacién y transtornos circulatorios
que afectan la totalidad de la pulpa, también se
incluyen los dientes con necrosis parcial.

2. Estado de vitalidad pulpar:

a.Vitalidad.

b.Necrosis total.

Presencia de puente dentinario.

4. Presencia de dentina reparativa a lo largo del con-
ducto.

bl

e

Presencia y regularidad de la capa odontoblastica.
6. Presencia de fibrosis en la pulpa.

RESULTADOS

En la exploracion clinica de las muestras se obser-
varon 2 dientes con pérdida parcial de la obturacion
de amalgama y uno de ellos con reabsorcion Osea. La
valoracion histologica de estas muestras mostraba en
el lugar de la exposicion una amplia zona de necro-
sis y por debajo un tejido con poca estructura celular,
asi como calcificaciones distroficas y ausencia de regu-
laridad en la capa odontoblastica . En estos dos dien-
tes no se aprecio la formacion de un puente denti-
nario (Fig. 4).

El resto de los cortes histologicos, de manera gene-
ral aunque con pequenas variaciones, presentaban por
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Figura 5. Microfotografia de la pulpa radicular 45 dias después
del tratamiento con hueso liofilizado. Reaccion inflamatoria y
dentina reparativa en las paredes. (HEE,4 X).
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Figura 6. Microfotografia de la pulpa radicular 45 dias después
del tratamiento con hueso liofilizado. Formacion de puente
dentinario. (HGE,20X).

debajo del lugar de la exposicion pulpar un tejido con
inicio de calcificacion 'y, en el tercio medio, una impor-
tante proliferacion de fibroblastos con un entramado
de fibras de colageno, y una reaccion inflamatoria
moderada que disminuia hacia el tercio apical (Fig. 5).

En algunas de las muestras se observaba una for-
macién de dentina reparativa a lo largo del canal y
la mayoria presentaba irregularidad de la capa odon-
toblastica con ausencia completa en algunos tramos
del conducto (Fig. 6).

DISCUSION

En este estudio, las ratas han sido el modelo ani-
mal utilizado para llevar a cabo el tratamiento pulpar
con la aplicacién de hueso liofilizado y evaluar su his-
tologia. Tienen ventajas puesto que se pueden dispo-
ner en gran ndmero y son manejables; ademas, el tiem-
po que hemos de esperar para observar el resultado
es mas corto que en otras especies®”.

Como con el resto de animales utilizados en la
experimentacion existen unas limitaciones que debe-
mos considerar. El medio bucal, el contenido bacte-
riano de la placa, las caracteristicas y comportamien-
to bioldgico pulpar, no son iguales en los humanos.
Por tanto los datos obtenidos no siempre pueden

extrapolarse al hombre como conclusiones firmes.
Ademads en nuestro estudio hay que anadir otras con-
sideraciones. Las muestras eran dientes de rata sin
patologia previa diagnosticada que indicase la pul-
potomia como tratamiento de eleccion, es decir, no
existia en estos dientes inflamacion previa. Por otra
parte, en este caso, es mas correcto hablar de expo-
sicion pulpar, tal como describieron Yamasaki y
cols.» que de pulpotomia, puesto que el pequeno
tamano del diente nos impide realizar una remocion
completa de la pulpa cameral. No obstante, teniendo
en cuenta las observaciones de Berman y Massler®?,
el acceso siempre se hizo desde oclusal ya que per-
mitia mejor control sobre el tamano y la profundidad.
Debido a que los primeros molares mandibulares que-
dan en la profundidad del suelo de la boca, su acce-
so es practicamente imposible, por lo que nos vemos
limitados a trabajar en los primeros molares maxila-
res.

En cuanto al material utilizado se precisa un ins-
trumental adecuado en tamano asi como conseguir un
acceso visual que se puede mejorar utilizando lentes
binoculares.

La anestesia utilizada en este estudio fue ketamina
intramuscular a dosis de 75 mg/kg que, aunque da
un tiempo de trabajo bastante limitado, el animal tiene
una recuperacion rapida y resulta una técnica de facil



ENDODONCIA
Volumen 19
Numero 1
Enero-Marzo 2001

aplicacion. Ademais de este firmaco también se han
utilizado en otros estudios con ratas el pentobarbi-
tal®2 y el éter”. En animales como los monos y los
perros es mas frecuente la induccion con ketamina
y pentobarbital y, a continuacion, la intubacion endo-
traqueal y mantenimiento con halotano y 6xido nitro-
So(7.ll,12,l().2(\).

Referente al método, una vez realizada la exposi-
cién pulpar, el hueso liofilizado se aplico con una
pequena espatula pues se prepard con una consis-
tencia de pasta. No obstante, en caso de agentes liqui-
dos como el formocresol, la técnica mas frecuente con-
lleva la aplicacion mediante una punta de papel total-
mente impregnada tal como describieron Massler y
Mansukhani“?, pues asi se evita el exceso de la solu-
cion sobre el tejido pulpar. Otros autores aplican direc-
tamente la solucion sobre el tejido pulpar con la ayuda
de una jeringa®.

En cuanto a la técnica histologica, debemos resal-
tar la complejidad del proceso de descalcificacion al
tratarse de muestras de tejidos duros calcificados. Este
proceso supone la utilizacion de sustancias dcidas que
pueden danar los tejidos si nos excedemos en su apli-
cacion. Asi, en este estudio utilizamos una solucion de
acido formico y dcido clorhidrico, aunque otros auto-
res también han utilizado soluciones de 4cido formi-
co y citrato de sodiot214162325 o bien EDTA al
109361010 Otro problema que contribuye a la dificil
interpretacion de la histopatologia pulpar es la pér-
dida de la tridimensionalidad por parte del observa-
dor. Asi, segln el corte histologico podemos encon-
trar a veces una exageracion de células que es sélo
una falsa impresion que desaparecerd con cortes mas
profundos.

Teniendo en cuenta estos aspectos y las diferen-
tes poblaciones, metodologia y condiciones utilizadas
en los distintos estudios, vemos que los resultados no
pueden ser siempre comparables.

Se sabe que la pulpa dental tiene el potencial de
recuperarse de una herida bajo condiciones favora-
bles. La curacion como tal, a nivel histologico, puede
evidenciarse con la reducccion o resolucion de la infla-
macion pulpar a través de un proceso que transcurre
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por una fase de inflamacion aguda o inflamacion cro-
nica y reparacion o cicatrizacién. La formacién de un
puente de dentina reparativa sobre la pulpa expuesta
es senal de reparacion; sin embargo, en ocasiones el
remanente pulpar persiste con inflamacién cronica y
finalmente puede fracasar a pesar de la formacion del
puenteti2,

De este modo consideramos que el grado de infla-
macion pulpar del tejido remanente es mas indicativo
de su estado tras la pulpotomia, que la presencia o no
de un puente dentinario.

En cuanto a los resultados obtenidos con la aplica-
cion de hueso liofilizado, nuestros resultados difieren
de los obtenidos en otros estudios, pues la mayoria
de nuestras muestras no presentaban signos claros de
reparacion, pues se mantenia una inflamaciéon mode-
rada en el tejido pulpar y s6lo en algunas muestras se
insinuaba la presencia de un puente dentinario.

Sin embargo, Fadavi y cols.?, en un estudio con
monos y la aplicaciéon de hueso liofilizado al cabo
de 12 semanas, observaron en la mayoria de los dien-
tes tratados, justo por debajo del lugar de amputacion,
una barrera calcificada, con inflamacion leve en el ter-
cio medio y ausencia de ésta en el tercio apical.

Posteriormente, en un estudio con monos realiza-
do por este mismo autor, se corroboraron los resul-
tados anteriores a las 6 semanas del tratamiento con
hueso liofilizado®.

Nuestros resultados sorprenden bdsicamente por-
que el hueso liofilizado es un material biocompati-
ble y como tal tiene un potencial reparativo sin los
efectos indeseables de otros agentes.

Principalmente hay un punto en el que difiere nues-
tro estudio respecto a los anteriores realizados con
hueso liofilizado y que puede condicionar nuestra res-
puesta no tan favorable: Fadavi y cols. aplicaron una
delgada capa de estano entre el hueso liofilizado y
la base de 6xido de zinc-eugenol para evitar cualquier
posible inflamacién sobre el tejido pulpar, pues el
eugenol como tal en contacto directo con el tejido
puede danarlo®®.

Otra de la consideraciones seria el pequeno tama-
fo del molar que dificulta la aplicacion de la restau-
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racion de amalgama de manera que no se pierda y
evite microfiltraciones.

En cuanto al tiempo de evolucion, 45 dias en ratas
permite desarrollar la respuesta pulpar en su totali-
dad pues ya Berman y Massler®? observaron que entre
21-28 dias se observaba ya la formaciéon de un puen-
te dentinario en los dientes tratados. Por este motivo,
en este estudio se decidio ampliar a 45 dias el con-
trol con la finalidad de confirmar que no existian mas
cambios en el tejido pulpar. Quizds se deberian esta-
blecer los controles a los 15 dias, 30 dias y 45 dias
para observar la evoluciéon y progresion de la res-
puesta pulpar.

Se precisarian mas estudios con hueso liofilizado,
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pues se trata de un material biol6égico mas aceptable
que otros agentes como el formocresol, con una mues-
tra mayor y con la consideracion de aplicar una base
sin los efectos indeseables del 6xido de zinc-eugenol.

Haciendo referencia a nuestro objetivo del estu-
dio, consideramos que atn siendo una muestra muy
reducida ha permitido capacitarnos y mediante la
técnica desarrollada establecer un protocolo repro-
ducible para otros estudios sobre el efecto de los dis-
tintos farmacos en el tejido pulpar. Nos gustaria que
otros investigadores pudieran aprovechar nuestro
modelo experimental como punto de partida y mejo-
rarlo, ayudando asi al progreso de la investigacion
en pulpa.
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