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Resumen

Objetivo: Describir el protocolo operatorio utilizado en ratas macho de la estirpe Wistar que fueron
sometidas a recubrimiento pulpar directo en los primeros y segundos molares superiores, asi como
la técnica tomografica con la que pueda ser posible la evaluacion de la respuesta pulpar. Materiales
y métodos: 4 ratas macho de la estirpe Wistar con pesos de 430 gramos. La descripcion incluye el
instrumental utilizado, fa técnica anestésica, el posicionamiento del animal, las etapas de la técnica
de recubrimiento pulpar directo y obturacion de las cavidades, asi como el mecanismo de obtencion
de las imagenes para su analisis. Las ratas se recuperaron de la anestesia sin complicaciones.
Conclusiones: Los resultados demostraron que la técnica de aplicacién de materiales es
reproducible y la realizacién de estudios imagenoldgicos para analisis preserva la integridad de la
muestra. Esta técnica podria ser empleada para ensayos preclinicos en pequefias especies.

Palabras clave: Recubrimiento pulpar directo, microtomografia, materiales bioactivos

Summary

Objective: This work describes an operative protocol used in male rats Wistar specie that were
subjected to direct pulp capping in their first and second upper molars and a tomographic technique
suggested for the evaluation of pulp response. Materials and methods: 4 male rats Wistar specie
with weights ranging from 430 grams The description includes the instruments used, anesthetic
technique, positioning of the animal, stages of the technique of direct pulp capping and the sealing of
the cavities, as well as the mechanism of obtaining the images for analysis. The rats recovered from
anesthesia without complications. Conclusions: The results showed that the material applicatio

the sample. This technique could be used for preclinical trials in small species.

Keywords: direct pulp capping, microtomagraphy, wistar rats.




Introduccion

La pérdida temprana de dOrganos dentales trae
consigo ciertas complicaciones como alteraciones
en la longitud de los arcos dentarios,
maloculsiones gque pueden ocasionar trastornos
de fonacion y masticacion y problemas estéticos,
por lo que mantener la integridad de los érganos
dentarios son el objetivo principal de la terapia
pulpar conservadora como lo es el recubrimiento
pulpar directo.

En la actualidad se cuenta con nuevos materiales

dentales que buscan preservar la vitalidad pulpar
por medio de la produccion de dentina reparativa.
La evaluacion /n vivo de la funcidn de los
materiales indicados para recubrimientos pulpares
directos se realiza con estudios histopatolégicos
en la mayoria de los casos. (1)

Existen diversos materiales bioactivos de eleccién
para recubrimiento pulpar directo pero la American
Academy of Pediatric Dentistry menciona que el
hidréxido de calcio y el MTA son los materiales
indicados para este fin. (2)

Se han realizado diversos estudios comparativos
entre diversos materiales biocactivos para evaluar
sus propiedades fisicas, propiedades quimicas y
los efectos que producen en la pulpa dental. Como
gjemplo estd el estudio realizado por Brizuela,
donde comparé el hidroxido de calcio con
Biodentine MR y MTA, cementos a base de silicato
de calcio, obteniendo como resultado un exito del
100% para el BiodentineVR y demostré que los
dientes tratados con MTA e hidréxido de calcio
tuvieron un 13.64% de fallas. (3) En busca de crear
nuevos materiales bioactivos, hoy en dia han
surgido materiales cuya composicién es similar a
fa del cemento Portland, entre ellos se encuentra
el Biodentine MR, material bioceramico a base de
silicato de calcio. Es un material biocompatible de
manipulacién mas facil comparado con el MTA,
también tiene buenas propiedades fisicas y
mecanicas. Tiene un pH de 11.7 que se mantiene
constante por 28 dias.

Se ha observado que las muestras tomadas para
los analisis histopatoldgicos son muy delgadas
pudiendo afectar la integridad de la muestra ya que
no refleja la estructura de forma completa y puede
dar resultados subjetivos. Otro material a base de
silicato de calcio que ha demostrado tener
propiedades convenientes en el tratamiento pulpar
es el TheraCal LCMR,

E! TheraCal LCMR esta constituido en un 45% de
particulas de silicato tricalcico (cemento Portland
tipo 11}, 10% de un componente que lo provee de
radiopacidad (estroncio), 5% de un agente que le
otorga caracteristicas hidrofilicas {silica
pirogénica), y un contenido de resina del 45%. El
calcio actla en conjunto con el fosfato presente en
la sangre, plasma vy fluido dentinario, para
promover la precipitaciéon de hidroxiapatita. (Ficha
técnica TheraCal LCYR)

Recientemente se ha desarrollado un nuevo
material llamado NeoMTA Plus™R que parece tener
resultados prometedores que favoreceran la
regeneracién tisular. NeoMTA Plus™? es un nuevo
material a base de silicato dicdicico y silicato
tricalcico con propiedades quimicas similares al
MTA. También contiene tantalito, sulfato de calcio
y silica, materiales que le brindan propiedades
bioactivas. NeoMTA Plus™? no presenta cambios
de coloracién debido a que contiene éxido de
tantalio como radiopacificador en vez de éxido de
bismuto que causa la discromia en el MTA.(4)
Tiene buenas propiedades de manejo ya que se
mezcla con un gel a base de agua que da la
oportunidad de variar la proporcién para obtener
diversas consistencias; consistencia liquida como
sellador o0 espesa para restaurar perforaciones y
demas modalidades de tratamientos. Se ha
demostrado que la liberacién de iones calcio €
hidroxilo es mas prolongada con NeoMTAMR
comparado con MTA Plus™R, (5)

Otros factores como el angulo de toma de la
muestra pueden alterar los resultados.
Actualmente se han introducido andlisis de imagen
para evaluar materiales de injerto dseo y otros
procedimientos de regeneracién tisular.(6,7)

Respecto a los materiales dentales, se han hecho
estudios para la evaluacion de formacién de
dentina terciara como respuesta reparativa por



medio de estudios imagenolégicos como la
microtomografia computarizada. (2,3,8)

Dichos estudios utilizaron imagenes de baja
resolucion y los cortes obtenidos fueron similares
a los de estudios histopatologicos por o que se
sugiere que se requiere de métodos mas
complejos como o son las imagenes
reconstructivas tridimensionales de la
microtomografia computarizada que abarquen la
estructura completa de las muestras.

En este estudio se pretende disefiar una técnica
para que por medio de la obtencién de imagenes
constructivas fridimensionales de ia
microtomografia computarizada, se pueda evaluar
la funcién reparativa usando TheraCal LCMR
Biodentine™?, NeoMTAMR e Hidroxido de calcio,
todos indicados como recubrimientos pulpares
directos para estudio en espécimen animal.

Debido a la necesidad de realizar ensayos
preclinicos en animales para la prueba de
materiales dentales, se pretende estandarizar una
técnica que sea reproducible de manera sencilia, y
con la cual se le pueda dar seguimiento a los
resultados a largo plazo.

Materiales y Métodos

Tipo de estudio

Estudio descriptivo de la técnica para realizar un
estudio experimental prospectivo longitudinal de
tipo ensayo preclinico en espécimen animal.

Pacientes

Cuatro ratas machos de estirpe Wistar con peso
promedio de 428 gramos (rango de 405 y 455
gramos) fueron solicitadas en el Bioterio Ceniral de
ta Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Auténoma de México para realizar [a técnica. Las
ratas se encontraban en estado optimo de salud y
se evaluaron clinicamente para corroborar la
presencia y condiciones de salud de los primeros
y segundos molares superiores.

Cabe sefialar que dicho proyecto siguid los
lineamientos de la norma oficial mexica NOM-062-
Z001999 y la aprobacidén del CICUAL (Comité
Interno para el Cuidado y Uso de los Animales de
Laboratorio) de la facultad de Medicina con
namero: 027-CIC-2019.

Equipo

Microscopio quirargico (OPMI Picoe System con
camara), Micromotor quirdrgico con adaptador
para fresas de alta velocidad, l|ampara de
fotopolimerizado, succién, microtomégrafo (UCT)
Albira ARS {Oncovisidon/Bruker, Espana).

Instrumental operatorio

Jeringa carpule, cuatro losetas de vidrio, cuatro
espatulas para cementos, cuatro exploradores tipo
OMS, 16 fresas de bola de diamante nimero 2,
dos periostotomos tipe Molt, pinza de curacion,
fresa de pulido para resina.

Material operatorio

Sonda nasogastrica de calibre 10 Fr, Mycrobrush,
puntas de papel de la primera serie de 15 mm,
torundas de algoddn estéril, jeringa de acido
ortofosférico al 37%, adhesivo fotopolimerizable
de un sdlo paso no autograbante, jeringa de resina
fluida fotopolimerizable, cuatro capsulas de
Biodentine"® con sus ampolletas de solvente, un
frasco de NeoMTAMR una jeringa de TheraCal
LCMR dos tubos de Dycal"®, agua bidestilada y
jeringa de 5 ml (figura 1).

Profocolo anéstesico

Las ratas se pesaron y posteriormente se
tranquilizaron y sedaron por via intramuscular con
Ketamina (80 mg/kg) y Xilacina (10mg/kg), durante
el procedimiento se monitorizé la profundidad
anestésica, tomando en cuenta si hay presencia
de vocalizaciones, movimientos en respuesta a
estimulacién, relajacion  muscular adecuada,
patron y frecuencia respiratoria y color de las
mucosas.



Posicionamiento de fas ratas

Posterior a la sedacién las ratas se colocaron en
posicion declbito dorsal sobre una base de
madera con aditamentos de caucho que
permitieron mantener la boca abierta. Fueron
cubiertas con un campo hendido estéril y se utilizd
un microscopio quirdrgico con magnificacion de
10X (figuras 2y 3).

Figura 1. NeoMTAYR, Biodenting™®, Dycal® y
TheraCal LC¥® con sus respectivas losetas y
espétulas en el orden que fueron colocados.

Figura 2. Posicionamiento de la rata.

Figura 3. Posicienamiento del microscopio sobre el
campo operatorio.

Figura 4. Refraccion de carrillo y observacion de los
molares superiores.

Técnica quirtrgica

Una vez estando posicionada la rata, se procedio
a la retraccién de carrillos con [a ayuda de dos
periostotomos tipo Molt y la colocacion de la sonda
nasogastrica dentro de la cavidad bucal para la
succién y control de humedad (figura 4).

Se procedid con la apertura de la cavidad del
primer molar superior derecho utilzando el
micromotor quirdrgico con un adaptador para
fresas de alta velocidad y fresa de bola de
diamante del nimero 2.

Una vez que se realizd la comunicacién en la
camara pulpar e identificado el sangrado de color
rojo brillante se procedio a enjuagar la cavidad con
solucién fisicldgica estéril, posteriormente se hizo
compresién con una torunda de algoddn estéril
hasta lograr la hemostasia (figuras 5 y 6). Por otro
lado se realizé la mezcla del NeoMTAMR
proporcién 3:1 para obtener una textura de
migajon sobre loseta de vidrio estéril. Con ayuda
de un explorador tipo OMS se llevé el material a la
cavidad colocandolo en el punto de exposicion
pulpary se dejoé fraguar por 5 minutos. Se continud
con el grabado acido de las paredes de la cavidad
por 15 segundos se enjuagéd por 30 segundos con
solucion estéril. Se procedid a secar la cavidad con
una torunda de algoddn estéril para eliminar el
exceso de agua y con puntas de papel 15 mm para



fograr un mayor control de humedad. Con ayuda
de un Mycrobrush"® se llevé el agente adhesivo a
la cavidad y se frotd por 10 segundos, se
fotopolimerizé por 20 segundos y se concluyd con
la colocacién de resina fluida para la obturacién
fotopolimerizando 30 segundos.

Con ayuda de una fresa de pulido las caspides de
los dientes antagonistas fueron desgastadas para
minimizar las fuerzas oclusales y no interferir en su
alimentacion ni estado de animo (figuras 7 y 8).

Se realizd el mismo protocolo de acceso a la
cavidad, confrol de hemorragia y humedad, asi
como los mismos pasos de grabado acido,
adhesion y obturacién de la cavidad en todos los
molares tratados. Las variaciones fueron a la hora
de mezclar y colocar los materiales. Para el
segundo molar superior derecho se uiilizdé
BiodentineMR, se abri6 la capsula y se le colocéd la
ampolleta de solvente, posteriormente fue llevada
al amalgamador por 30 segundos.

La pasta fue retirada de la capsula con ayuda de
una espatula estéril y utilizando un explorador tipo
OMS se llevé al punto de exposicion pulpar y se
dejo fraguar por 5 minutos, posteriormente se
continud con la obturacion de la cavidad (figuras @

y 10).

Para el primer molar superior izquierdo se uftilizé
Dycal, el cual se prepard segun las instrucciones
del fabricante en proporcion 1:1 utilizando una
loseta de vidrio y espatula estéril. Fue llevado a la
cavidad con ayuda de un explorador tipo OMS y se
dejo fraguar por 3 minutos para continuar con la
colocacién de la obturacién.

Por dltimo, se trabajé con el segundo molar
superior izquierdo en el cual se colocd TheraCal
LCMR que debido a su presentacion en jeringa se
colocd de forma directa en la cavidad y se
fotopolimerizd por 20 segundos y se concluyé con
el protocolo de obturacion.

Figura 5. Acceso a la cavidad pulpar.

Figura &. Secadc de la cavidad y control de la
hemorragia.

Para cada molar se ulilizé una fresa nueva estéril.
Para cada material se utilizd una loseta y una
espatula independiente. Se siguid el mismo
protocolo en cada una de las ratas hasta concluir
con la numero 4. Se llevé un registro de los pesos
para monitorear cualquier cambioc en la
alimentacion provocado por un mal ajuste oclusal
de los materiales (figuras 11y 12).



Figura 7. Colocacion de NeoMTA en la cavidad.

Figura 8. NeoMTA colocado en el piso de la
cavidad.

Posfoperatorio

Se realizd seguimiento clinico posquirdrgico
durante 15 dias, valorando una serie de
parametros clinicos: estado general del animal,
aspecto de la Zzona intervenida, sangrado,
exudado y peso.

Las ratas permanecieron en condiciones de
fotoperiodo de 12 horas y una humedad relativa al
50% y se alimenid con rodent diet 5001 ad libitum.

Figura 9. Grabado con acido ortofosférico aj 37%.

Estudio de uCT

A los 15 dias postquirurgicos, se adquirieron
imagenes microtomograficas en el equipo UCT
Albira ARS, ubicado en el Laboratorio de Fisica
Médica e Imagen Molecular del Instituto Nacional
de Cancerologia.

Las ratas fueron sedadas por via inhalatoria con
isoflurano (Lisorane, Baxter International Inc.) en
una concentracién de 2/100 de oxigeno,
posteriormente se colocardan en el equipo,
centrando ef campo de vision (FOV) en la zona de
tos molares superiores a boca abierta, con los
parametros de adquisicion de 1000 proyecciones,
can voltaje de 45 Kv y una corriente de 0.4 mA
(figuras 11 a 17).

Cabe resaltar que se acomodaron las
extremidades y se cerraron los 0jos para la
proteccion del animal (figura 18).

Figura 10. Cavidad obturada con resina fluida.



Projecton

Figura 11, Interior del microtomégrafo. . Figura 14. Estudio microtomografico en proceso.

Figura 12. Camara del microtomagrafo

Figura 15. Administracidn de Oxigeno e
Isofiuorano

Figura 13. Rata consciente previo a la sedacidn.

Figura 16. Posterior 2 la ddministracion de Oxigeno
e Isofluorano.



Figura 17. Colocacién de la rata dentro de la
camara del microtomdgrafe y suministro de Oxigeno
& Isofiuorano.

Figura 18. Posicionamiento de la rata en la camara
del microtomégrafo.

Figura 19. Reconstruccién en 3D de la cabeza.

Resultados

La técnica anestésica utilizada fue correcta debido
a gue las cuatro ratas recuperaron la conciencia en
el tiempo esperado y sin complicaciones.

Se logrd realizar los accesos en los molares
creando la comunicacién con la camara pulpar sin
perforaciones de furca.

Se obtuvo la hemostasia deseada en los primeros
minutos posteriores a la comunicacion pulpar con
irrigacidn de solucién fisiologica y compresion con
torunda de algododn estéril.

La manipulacidén de los materiales fue la ideal
adquiriendo la consistencia deseada para cada
uno de ellos, lo que facilitd su colocacion dentro de
la cavidad en el punto de comunicacion.

El uso de resina fluida redujo el tiempo de
aplicacién para la obturacién debido a su
presentacion en jeringa.

El control de la humedad se logré exitosamente
gracias al uso de la sonda nasogastrica como
eyector, ya que es flexible, de facil colocacion y
doble absorcion ya que contaba con doble
perforacion de salida.

Las imagenes obtenidas de microtomografia y la
reconstruccidn de las mismas, ayudan al
diagnéstico, ya que se puede observar desde la
cabeza completa (figura 19), al ser de alta calidad,
fas hace una buena opcidén para el estudio de
materiales dentales en especimenes animales, ya
que se pueden realizar reconstrucciones
avanzadas para visualizar los molares
especificamente y medir la profundidad de la
cavidad, la comunicaciéon pulpar, la cantidad del
material, distancia de furca, lesiones periapicales,
sellado de los materiales, entre otros. (figuras 20y
21).



Figura 20. Reconstruccién avanzada de
la zona molar superior izquierda,

Figura 21. Imagen radiografica del primer y
segundo molar superior izquierde donde se
puede observar ia presencia de NeoMTA
(primer molar) y Biodentine (segundo molar}
con obturacién de resina.

Enlaimagen 3D se observa la estructura completa
de los primeros y segundos molares, se puede
modificar el posicionamiento del corte para poder
observar diferentes planos de la imagen. Una vez
identificada la zona deseada se procede a
visualizar la imagen en radiografia para ver el
interior de los molares y con ello observar los
materiales colocados.

Discusion

Los avances en los materiales bioactivos brindan
un mayor numero de alternativas para tratamientos
conservadores ya que presentan la capacidad de
regenerar dentina, presentan tiempos de trabajo
cada vez mas cortos, mantienen su pH en un valor
biocompatible con los tejidos dentales y la mayoria
son radiopacos, lo que permite identificarlos
facilmente en estudios imagenoldgicos.

El recubrimiento pulpar directo es un tratamiento
que utiliza la capacidad regenerativa de la pulpa
dental para producir dentina a través la induccion
provocada por un material bioactivo (1).

La seleccion del uso de NeoMTAYR, Biodentine™R,
TheraCal LCYR e hidréxido de calcio en este
trabajo fue debido a su alta promocion y a sus
beneficios  reportados  utilizandolos  como
recubrimeintos pulpares directos en diversos
estudios.

El procedimiento debe ser estandarizado para que
se pueda reproducir en otras investigaciones en
especies animales pequenas. Ya gue una de las
complicaciones mas frecuentes en este tipo de
procedimientos es el compromiso de vias aéreas,
debido a la posicidn de la rata, en dectbito supino,
presentando dificultad para respirar, por lo que es
de suma importancia tener cuidado con la traccién
de la iengua y un buen sistema de succién para
evitar obstruir la via aérea, pero sobretodo una
base que cuente con una concavidad para que no
haya riesgos de broncoaspiracion o]
atragantamiento de la lengua. También se tiene
que prestar atencidn a la coloracion de ias
mucosas durante el proceso operatorio. Cuando
se presenta cianosis en mucosas orales se detiene
el procedimiento y se coloca a la rata en posicidén
decubito prono hasta retomar la coloracion rosa de
la mucosa.

El exceso de humedad es otro problema que
podria presentarse durante el tiempo operatorio, lo
cual podria llevar al desalojo de los materiales por
defectos en la adhesién. Por lo que es importante
tener un buen sistema de succién y utilizar
aditamentos como torundas de algoddn estéril y
puntas de papel para mantener la cavidad en
Optimas condiciones y favorecer la adhesion.



El medio bucal, el contenido bacteriano de la placa
y las caracteristicas bioldgicas de la pulpa son
factores a considerar ya que no son iguales en los
humanos por lo gue no siempre se podra atribuir
los mismos resuitados en el ser humano.

De acuerdo al estudio realizado por Berman vy
Massler (20) y los resultados obtenidos, el acceso
se realizd desde la cara oclusal ya que esto
permite un mejor control del tamafio y la
profundidad de la cavidad.

La anestesia utilizada en este estudio fue ketamina
intramuscular a dosis de 80 mg/kg y Xilacina 10
mg/kg que da un tiempo de trabajo corto lo que
ayuda a que el animal se recupere de forma
répida, a diferencia de ofros estudios que utilizan
éter (21) o pentobarbital (22).

A diferencia de Cortés y cols. que utilizé lentes
binoculares, en este estudio se utilizd un
microscopio quirlrgico con camara para tener un
mejor campo de visidn y obtener imagenes de alta
calidad (23).

Se decidié coloca resina fluida como material de
obturacion debido a su radiopacidad moderada.
En otros estudios se ha ufilizado amalgama (23)
sin embargo, su radiopacidad es mayor, lo que
podria opacar la visibilidad de los materiales
utilizados coma recubrimientos pulpares.

El uso de imagenes como las microtomograficas
en pequefias especies para ensayos preclinicos,
es esencial en la investigacidn sobre todo para
probar materiales gue traeran beneficios a la salud
a largo plazo, ya que, con el mismo grupo de
animales, se pueden realizar estudios de imagen a
diferentes tiempos, logrando reducir la variabilidad
bicldgica y reducir el nimero de animales, asi
como disminuir otro tipo de tratamientos por
ejemplo extracciones de los dientes tfratados, o
bien segmentar el maxilar o fa mandibula para
cada periodo de tiempo establecido. Dando como
opcion la realizacidbn de imagenes a diferentes
tiempos y cortes histolégicos Unicamente al
finalizar el estudio para comparar y ratificar lo
observado en los estudios de imagen.

10

Como perspectiva a este estudio, se podrian
realizar imagenes microtomograficas de PET
(Tomografia por Emisidén de Positrones) y SPECT
(Tomografia por Emisidn de Fotdn Unico), usando
terapia molecular para poder observar jn vivo
caracteristicas como, grado de inflamacién,
proliferacion celular en la zona de la comunicacion,
y por consiguiente evaluar la actividad metabdlica
de la zona a diferentes periodos de tiempo, en el
mismo animal. Lo cual genera informacién
cientifica que en un futuro pueda complementar los
estudios preclinicos.

Conclusiones

El estudio de materiales bicactivos por medio de
imagenologia, como 1o es |la microtomografia, es
una excelente alternativa debidc a que es un
procedimiento sencillo y su analisis no pone en
riesgo la muestra, ya que no se requiere de su
madificacién para obtenerla. El trabajo operatorio
para la colocacion del recubrimiento pulpar directo
y su obturacién es similar al realizado en el ser
humano, lo que o hace un protocolo faciimente
reproducible. De acuerdo a los resultados del
estudio, medianie la técnica de imagen, se
establecié un protocolo reproducible para otros
estudios sobre el efecto de diferentes farmacos en
el tejido pulpar, sobretodo en la evaluacién de la
formacion de puente dentinario o regeneracién
tisular.
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