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Resumen

Objetivos: Evaluar la utilidad de un modelo animal ma-
mifero como la cabra, a fin de estudiar biomateriales indica-
dos para proteccién pulpar directa.

Materiales y métodos: Bajo anestesia general, se
realizaron exposiciones pulpares en las caras vestibulares de
los ocho incisivos inferiores de cuatro (n=4) cabras de raza
criolla. En cada animal, 6 (n=6) exposiciones fueron protegi-
das con un material experimental (ACPc), y las 2 (n=2) res-
tantes, con un material de control a base de MTA (WMTA).
En total se realizaron 24 (n=24) protecciones con ACPc y
8 (n=8) con WMTA. Las cabras fueron separadas en dos gru-
pos de dos (n=2) animales cada uno. Bajo anestesia general,
los dientes se extrajeron a los 30 (Grupo 1) y 60 dias (Grupo
2), se fijaron en formol buffer fosfato al 10% y se procesaron
para el estudio histolégico de rutina. Los animales no fueron
sacrificados. En cada periodo, se analizaron 12 (n=12) protec-
ciones pulpares con ACPc y 4 (n=4) con WMTA.

Resultados: Grupo 1: Once (n=11) pulpas protegidas
con ACPc presentaron puente dentinario completo e in-
flamacién crénica remanente. En un caso no hubo puente

dentinario y la pulpa estaba créonicamente inflamada. Las
4 (n=4) pulpas protegidas con WMTA presentaron puente
dentinario e inflamacién crénica. Grupo 2: Las 12 (n=12)
pulpas protegidas con ACPc se encontraban normales, con
puente dentinario completo, buena irrigaciéon y capa de
odontoblastos continua. Las 4 (n=4) pulpas protegidas con
WMTA revelaron condiciones similares. Los resultados se
analizaron mediante el test de probabilidad exacta de Fischer
(P<0,05). Con respecto al factor inflamacién, hubo diferen-
cias significativas (P<0,001) entre los resultados obtenidos a
30 y 60 dias, pero no hubo diferencias entre ACPc y WMTA
(P>0,05) dentro de cada uno de los periodos de observacién.
En cuanto a la presencia de puente dentinario, no hubo di-
ferencias significativas (P>0,05) entre ACPc y WMTA en
ambos periodos de observacion.

Conclusiones: Los resultados sugieren que la cabra
constituye un modelo animal adecuado para los ensayos de
proteccién pulpar directa.

Palabras clave: Materiales bioactivos, modelo animal,
proteccion pulpar directa, pulpa dental.

Abstract

Aim: To evaluate the suitability of the goat as an animal
model for the study of biomaterials indicated for direct pulp
capping.

Materials and methods: Under general anaesthesia,
pulp exposures were performed on the buccal surfaces of the
eight mandibular incisors of four (n=4) healthy Creole goats.
The exposures were capped with two biomaterials developed
for PPD. In each animal, 6 (n=6) exposures were capped with

an experimental material (ACPc) while for the remaining 2
(n=2) exposures a white MTA (WMTA) was used as the con-
trol. A total of 24 (n=24) direct pulp capping with ACPc and
8 (n=8) with WMTA were done. The goats were separated
into two groups of two (n=2) animals each. The teeth were
extracted after 30 days (Group 1) and 60 days (Group 2) and
fixed in 10% phosphate buffered formalin and processed for
routine histology. The animals were not euthanized. In each
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period, 12 (n=12) PPD with ACPc and 4 (n=4) with WMTA
were analyzed.

Results: Group 1: Eleven (n=11) pulps capped with
ACPc showed complete dentin bridges and chronic inflamma-
tion. In one case without dentin bridges the pulp was chroni-
cally inflamed. The four pulps capped with WMTA revealed the
presence of dentin bridges and chronic inflammation. Group
2: Twelve pulps protected with ACPc showed a complete
dentin bridges. In addition, well irrigated and healthy pulp
tissues along with a continuous odontoblast palisade were
observed. The four pulps capped with WMTA revealed similar
features. In cases showing dentin bridges, a few numbers of
empty spaces as well as odontoblast like cell inclusions were

detected. The results were analyzed by the Fisher’s exact test
(P<0.05). With respect to the inflammation factor there were
significant differences between the 30 and 60-day observation
periods (P<0.001), but no differences were observed between
ACPc and WMTA (P>0.05) within each of the observation
periods. When the presence or absence of a dentin bridges
was analyzed, no significant differences (P>0.05) were found
between materials at each observation period.

Conclusions: The results suggest that the goat seems
to be an appropriate animal model for direct pulp capping
evaluation.

Key words: Animal model, bioactive materials, dental

pulp, direct pulp capping.

Introducciéon

Se considera modelo animal a todo aquel con si-
militudes fisiopatol6gicas con humanos y que permi-
te ser utilizado en el estudio del desarrollo y la pro-
gresion de las enfermedades o para ensayar nuevos
tratamientos o materiales en contacto con tejidos vi-
tales. El empleo de animales como reactivo bioldgico
en la experimentacion de las ciencias odontolégicas
es fundamental para la investigacién de las propieda-
des bioldgicas de los materiales dentales.! EI animal
elegido para cada proyecto actiia como modelo ex-
perimental y debe reunir determinadas condiciones.
Debe ser mamifero, tener piezas dentarias sanas, ac-
cesibles, con reacciones pulpares similares a las de
los humanos y ser de facil manejo. Deben resistir la
anestesia general durante un tiempo de trabajo sufi-
ciente para cada tipo de experimento proyectado Yy,
en lo posible, debe ser un animal de faena.? Este tilti-
mo requisito es sumamente importante, especialmen-
te cuando se va a efectuar el estudio histolégico de
la respuesta de los tejidos, ya que con este objetivo
se hace necesario realizar la eutanasia del animal al
finalizar el experimento.'?

En endodoncia, son varias las lineas de investi-
gacion que requieren de la utilizaciéon de modelos
animales. En ese sentido, las investigaciones relacio-
nadas con la exposicion experimental de la pulpa y
su proteccion con un material biocompatible capaz
de estimular el proceso de reparacion de la herida
por medio de un nuevo tejido calcificado denomina-
do puente dentinario (PD) han ocupado desde hace
ya varias décadas un vasto espacio de la literatura.
El material ideal para realizar una proteccién pulpar
directa (PPD) no deberia ser soluble en contacto con
el medio acuoso* y deberia ser capaz de resistir la pe-
netracion bacteriana, conservando al mismo tiempo
la funcién vital de una pulpa libre de células infla-
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matorias.’> La PPD es un tratamiento universalmente
reconocido que suele presentar un alto porcentaje de
éxito,*® incluso en piezas dentarias comprometidas
por caries.>!! La mayoria de los ensayos de materia-
les para ser utilizados en PPD han sido inicialmente
realizados en animales de experimentacion.'*'® Estos
animales requieren ser eutanasiados para el estudio
histolégico de la respuesta pulpar, lo que ha sido
fuertemente condenado por un importante sector de
la sociedad, y en ese sentido, la bisqueda de un ani-
mal de faena adecuado para este tipo de experimen-
tos aun no termina.

El objetivo del presente ensayo fue evaluar la utili-
dad de un modelo animal mediante el analisis de la res-
puesta de la pulpa en PPD realizadas con un material ex-
perimental y un material de control en dientes de cabra.

Materiales y métodos

El protocolo del presente ensayo fue revisado y
aprobado por el Comité de Etica para la Investigacién
Cientifica de la Asociacién Odontolégica Argentina
(resolucién n° 0716). La experiencia fue realizada
bajo condiciones de esterilidad en un quir6fano per-
teneciente a un establecimiento veterinario acredita-
do por el Colegio de Veterinarios de la Provincia de
Buenos Aires y de acuerdo a las normas establecidas
por el documento #41 de ANSI/ADA," 1SO 10993-1
(1992)! e I1SO 7405 (2008).'® Después de aislar el
campo operatorio con goma dique, se realizaron
cavidades de clase V y, luego, la exposicién pulpar
en la cara vestibular de los ocho incisivos inferiores
de cuatro (n=4) cabras de raza criolla de 4 afios de
edad, premedicadas con acepromacina y anestesia-
das con ketamina (0,2 mg/kg) y xilacina (0,2 mg/
kg) y posterior goteo continuo. Las cavidades se
realizaron con fresas de carburo #331 (Dentsply/
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Figura 1. Macrofotografia de las cavidades y exposiciones pulpares realizadas en los
dientes antero-inferiores. Obsérvese que la hemorragia ha sido cohibida.

Maillefer, Ballaigues, Suiza) a alta velocidad bajo
constante refrigeracién con suero fisiol6gico. Las
pulpas fueron expuestas en el centro de las cavida-
des con fresa de carburo #1/2 (Dentsply/Maillefer)
rotando a baja velocidad, ejerciendo una suave pre-
sién y bajo constante refrigeracién con suero fisiold-
gico. Las pulpas se consideraban expuestas cuando
se observaba un sangrado a través de la perforacién
(fig. 1). Se irrig6 profusamente con suero fisioldgico
con el fin de remover restos de dentina y detener el
sangrado. Las cavidades se secaron con torundas de
algodén estériles. En cada animal se aplicé un mate-
rial experimental ACPc (Pulpdent Corp., Watertown,
Estados Unidos) a base de silicato tricalcico sobre
la exposicion y el piso de la cavidad en 6 (n=6) dien-
tes, mientras que en los 2 (n=2) dientes restantes la
exposicién y el piso de la cavidad se cubrieron con
MTA de color blanco (WMTA; Densell, Buenos Ai-
res, Argentina), utilizado como control. En todas las
cavidades se aplicé posteriormente un liner a base de
ionémero modificado con resinas (3M Dental Products,
St. Paul, MN, Estados Unidos), se realiz6 un grabado
selectivo con acido fosférico al 35% (Ultradent Products
Inc., South Jordan, UT, Estados Unidos) y se aplico el
adhesivo dentinario ScotchBond Single Bond (3M Den-
tal Products). Finalmente, las cavidades fueron restau-
radas con la resina compuesta Z250XT (3M Dental
Products). Los animales se medicaron con penicilina
(2000 Ul/kg y estreptomicina 9400 Ul/kg) y analgési-
cos durante 5 dias. En 2 cabras, los dientes se extraje-
ron bajo anestesia general a los 30 dias posoperatorios
(Grupo 1), mientras que en las otras dos (Grupo 2) las
extracciones fueron realizadas a los 60 dias. Las he-
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ridas se lavaron con suero y se suturaron. Los ani-
males no fueron eutanasiados. Durante los tiempos
de observacion posoperatorios, los animales fueron
mantenidos en alojamientos veterinarios apropiados
con alimentacion y agua potable ad libitum.

A fin de facilitar la penetracién del fijador, se
realiz6 inmediatamente luego de la extraccién una
perforacién de 2 mm de didmetro aproximadamente
a 10 mm del extremo apical con fresa de carburo,
a alta velocidad y profusa refrigeracién con suero.
Los dientes se fijaron en formol buffer fosfato al 10%
durante 10 dias. Después de la fijacién se descalcifi-
caron con acido férmico al 10%, se incluyeron en pa-
rafina y se procesaron para su evaluacién histolégica.
Se obtuvieron cortes longitudinales semiseriados de
7 pm de espesor. Los cortes se colorearon alterna-
tivamente con hematoxilina y eosina o con colora-
cion de Brown y Brenn para bacterias. Finalmente, se
analizaron y fotografiaron a diferentes aumentos por
medio de un microscopio optico (Carl Zeiss, Ober-
kochen, Alemania) equipado con una camara digital
Canon PowerShot A510 (Canon, Tokio, Japén).

Estudio microscdpico. En ambos periodos expe-
rimentales, los factores considerados para la evalua-
cion fueron la presencia o ausencia de un PD y el tipo
de células inflamatorias presentes (polimorfonuclea-
res neutroéfilos, linfocitos, plasmocitos, macréfagos y
células gigantes multinucleadas). También se consi-
deraron la presencia o ausencia de odontoblastos y
los cambios vasculares ocurridos en el seno del tejido
pulpar. La respuesta histoldgica se clasifico de acuer-
do a tres categorias: 1: ausencia de PD y presencia
de inflamacién aguda o crénica; 2: presencia de PD
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Tabla 1. Distribucion de los procedimientos de acuerdo al
material y el periodo de observacion.

30 dias 60 dias Total
ACPcn 12 12 24
WMTA n 4 4 8

Tabla 2. Resultados de la evaluacién histoldgica de acuerdo a
los factores material y tiempo de observacion.

30 dias 60 dias

n ci|c2|c n ci|c2|c

ACPc 12 1 11 0 12 0 0 12

WMTA 4 0 4 0 4 0 0 4

C1: ausencia de puente dentinario (PD) y presencia de infla-
macion aguda o crdnica; C2: presencia de PD con inflamacion
cronica; C3: presencia de PD y pulpa normal subyacente.

con inflamacién crénica; 3: presencia de PD y pulpa
normal subyacente. En todos los casos, se observo
si hubo formacién de abscesos, areas necréticas y
presencia de bacterias en los tiibulos dentinarios. Los
resultados fueron analizados por medio del test de
probabilidad exacta de Fischer, con un nivel de sig-
nificacién de P<0,05.

Resultados

En total se realizaron 24 (n=24) protecciones con
ACPc y 8 (n=8) con WMTA. La distribucion de los
materiales y los tiempos de observacién pueden con-
sultarse en la tabla 1. Los resultados de la evaluacién
histol6gica se encuentran en la tabla 2. Luego de 30
y 60 dias, los animales se hallaban sanos, se alimen-
taban bien y habian aumentado de peso. El examen
de las restauraciones no revel6 la presencia de alte-
raciones estructurales o pigmentacion marginal clini-
camente detectable.

A los 30 dias posoperatorios, la reaccién de 11
(n=11) pulpas protegidas con ACPc fue considera-
da de categoria 2. En todos los casos se observo la
presencia de PD de diferentes espesores, con pocas
células o restos dentinarios y una inflamacién croni-
ca (fig. 2A). Un solo caso (n=1) fue considerado de
categoria 1, con inflamacion cronica circundando el
material de proteccién, sin PD. Las 4 (n=4) pulpas
protegidas con WMTA mostraron PD e inflamacién
crénica (fig. 2B).

Alos 60 dias, la reaccién de las pulpas protegidas
con ACPc fue considerada de categoria 3. Todas pre-
sentaron PD completo, pulpa normal con buera irri-
gacion y capa de odontoblastos continua (fig. 2C). En
las 4 (n=4) pulpas protegidas con WMTA los resul-
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tados fueron similares a los de las pulpas protegidas
con ACPc (fig. 2D).

No se encontraron bacterias en la interfase mate-
rial de restauracion / pared dentinaria de las cavida-
des en ninguno de los dos periodos de observacion.
Con respecto al factor inflamacion, el andlisis esta-
distico demostré que hubo diferencias significativas
(P<0,001) entre los resultados obtenidos a 30 y 60
dias, pero no hubo diferencias significativas (P>0,05)
entre ACPc y WMTA dentro de cada periodo de ob-
servacion. En relacion con la presencia de PD, no
hubo diferencias significativas (P>0,05) entre ACPc
y WMTA en ambos periodos de observacion.

Discusion

En el presente ensayo, se compar6 la biocompa-
tibilidad y la capacidad del material experimental
ACPc y WMTA para inducir la reparacion de ex-
posiciones realizadas en pulpas sanas de cabras, de
acuerdo a las normas internacionales establecidas
para el estudio in vivo de las propiedades biolégicas
de los materiales dentales."”:!¥ Durante el tratamien-
to conservador de una pulpa dental expuesta es im-
portante considerar su estado de salud en el momento
de la exposicion, lo cual tiene a su vez una influencia
decisiva en la evolucién del proceso reparativo.? En
la actividad clinica, el profesional suele encontrarse
con situaciones complejas, especialmente cuando se
produce una exposicion pulpar provocada por caries,
lo que sugiere que en estos casos la pulpa ya se en-
cuentra inflamada.? Aun asi, Matsuo et al.,’ Farsi et
al.’® y Bogen'! han observado un importante porcen-
taje de éxito en PPD realizadas en piezas dentarias
afectadas por caries en humanos.

En este trabajo, los resultados histopatolégicos
revelaron que al finalizar el ensayo (60 dias) y luego
de una reaccién inflamatoria inicial todas las exposi-
ciones pulpares tratadas con ACPc o WMTA presen-
taron PD completos, morfolégicamente similares, y
pulpas con capas de odontoblastos continuas y sin
células inflamatorias. Es probable que la similitud de
la respuesta pulpar en las PPD realizadas con ACPc o
WMTA se deba a que ambos materiales estan formu-
lados a base de silicato tricalcico.*" El WMTA fue
utilizado como control a causa de sus propiedades
biolégicas previamente demostradas por diferentes
investigadores en PPD, realizadas en animales de ex-
perimentacién y en humanos.58121520.21

La excelente evolucion de las exposiciones pul-
pares en contacto con ACPc o WMTA también po-
dria deberse a que el ensayo fue realizado bajo condi-
ciones experimentales bien controladas y utilizando
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Figura 2. A: 30 dias. Seccion histoldgica de un espécimen representativo del Grupo 1. En contacto con ACPc, se observa la
presencia de un puente dentinario completo (PD) y una pulpa crénicamente inflamada (IN). D: dentina. (Hematoxilina y eo-
sina; magnificacidn original X100). B: 30 dias. Seccidn histoldgica de un espécimen representativo del Grupo 1. En contacto
con WMTA, se puede observar el puente dentinario (PD) con pocas células odontoblasticas incluidas (flecha blanca) y la
inflamacidn crénica de la pulpa subyacente (IN). D: dentina. (Hematoxilina y eosina; magnificacion original X400). C: 60 dias.
Microfotografia compuesta de la seccion histoldgica de un espécimen representativo del Grupo 2. En contacto con ACPc, se
observa el puente dentinario (PD) y una capa odontoblastica subyacente. Véase también la presencia de una pulpa sana'y
numerosos vasos sanguineos. D: dentina. (Hematoxilina y eosina; magnificacidn original X100). D: Microfotografia compuesta
de la seccion histoldgica de un espécimen representativo del Grupo 2. En contacto con WMTA, se observa una capa odon-
toblastica continua por debajo del puente dentinario (PD). La pulpa es normal y contiene numerosos vasos sanguineos. RD:
restos dentinarios incluidos; D: dentina. (Hematoxilina y eosina; magnificacién original X400).

dientes sin caries y pulpas sanas. Otros factores que
podrian haber influido positivamente en los resulta-
dos fueron la ausencia de contaminacién bacteriana
al finalizar el ensayo y la respuesta bioldgica del mo-
delo animal utilizado. En ese sentido, los resultados
de este trabajo coinciden con los de Zhang et al.,”
quienes observaron que la cabra se comporta como
un reactivo bioldgico con similitudes fisiopatolégi-
cas con respecto a los humanos.
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Conclusiones

En las condiciones en que ha sido realizado el
presente estudio, fue posible observar que la cabra
retine la mayoria de los requisitos para el ensayo de
biomateriales en contacto con la pulpa dental. Se tra-
ta de un animal mamifero de facil manejo clinico,
presenta dientes accesibles en el sector antero-infe-
rior (no posee dientes en el sector antero-superior),
es un animal de faena cuya reaccién pulpar a diferen-
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tes tipos de estimulos resulta similar a lo que ocurre
en los humanos, y puede ser anestesiado durante un
tiempo de trabajo suficientemente extenso como para
realizar diferentes tipos de experimentos. Estas con-
diciones sugieren que la cabra se comporta como un
modelo animal adecuado para el estudio de biomate-
riales en PPD.

Los autores declaran no tener conflictos de inte-
rés en relacion con este estudio y afirman no haber
recibido financiamiento externo para realizarlo.
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