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Resumen

Objetivo: Evaluar la respuesta del tejido celular subcuténeo
de la rata a implantes de conos de Resilon (CRE) y conos de
gutapercha (CGP).

Materiales y métodos: Se implantaron en el tejido celular
subcutdneo de ratas conos de CRE y CGP de medidas simila-
res y conicidad .04. La respuesta de los tejidos circundantes se
analiz6 a los 14 y a los 84 dias posimplantacién. La reaccién a
los materiales implantados fue clasificada en cuatro categorias,
en funcion del grado creciente de inflamacion, y los resultados
fueron sometidos a un analisis estadistico.

Resultados: A los 14 dias, se observé en contacto con CRE
y con CGP una cépsula de tejido fibroso joven de poco espesor,
vasos de neoformacién y areas ocupadas por escasas células
inflamatorias, especialmente linfocitos y plasmocitos. Sélo tres
casos de CRE y dos casos de GCP presentaron un grado de in-
flamacién mayor en los tejidos circundantes. Luego de 84 dias,
la reaccién a CRE o CGP se redujo y fue similar para ambos
materiales en todos los especimenes. Los conos estaban rodea-

dos por un tejido conectivo fibroso maduro y denso, de mayor
espesor, y escasos linfocitos y plasmocitos remanentes en los
tejidos circundantes, con la singularidad de que en éareas aisla-
das y adyacentes a los CGP se observd la presencia de particulas
aparentemente liberadas por los conos, fagocitadas por macré-
fagos. Las diferencias entre CRE y CGP, tanto en un mismo
periodo como entre ambos periodos de observacién, no fueron
significativas (p>0,05).

Conclusion: Luego de 84 dias, los conos de CRE y CGP no
se comportaron como materiales totalmente inertes en el tejido
celular subcuténeo de la rata. La persistencia de algunas células
inflamatorias en los tejidos circundantes a los CRE y los CGP,
y la actividad macrofagica estimulada por la presencia de parti-
culas liberadas por los CGP, sugieren evitar en lo posible la so-
breobturacion con los conos y mantenerlos dentro de los limites
del conducto radicular.

Palabras clave: Biocompatibilidad, gutapercha, Resilon,
respuesta tisular.

Abstract

Aim: To evaluate the response of the subcutaneous connective tis-
sue of the rat to Resilon (CRE) or gutta-percha cones (CGP) implants.
Material and methods: Resilon (CRE) and gutta-percha (CGP) cones
of similar sizes and .04 taper were implanted in the subcutaneous con-
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nective tissue of the rat. The response of the surrounding tissues was
analyzed after 14 and 84 days postoperatively. The tissue reaction was
classified into four categories according to the severity of the inflam-
mation and the results were statistically analyzed.
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Results: After 14 days a low thickness juvenile fibrous cap-
sule along with newly formed blood vessels and scarce inflam-
matory cells, mainly lymphocytes and plasmocytes, was observed
in direct contact with CRE and CGP. Only three samples of CRE
and two samples of CGP showed a higher grade of inflammation
in the surrounding tissues. After 84 days, the tissue reaction to
CRE and CGP decreased and was similar in all samples. The
cones were surrounded by with a mature and dense fibrous con-
nective tissue of higher thickness along with scarce lymphocytes
and plasmocytes. Isolated areas adjacent to the CGP revealed
the presence of black particles probably released from the cones
which were phagocytized by macrophages. The differences ob-

served between CRE and CGP within the same period as well as
among both observation periods were statistically not significant
(p>0.05)

Conclusion: Alter 84 days both, CRE and CGP behaved as
not totally inert materials when they were implanted into the sub-
cutaneous connective tissue of the rat. The persistence of some in-
flammatory cells in the tissues surrounding the CRE and CGP and
the macrophagic activity stimulated by the presence of particles
released from the CGP suggest that overfilling should be avoided
and that the use of cones should be limited to the root canal space.

Key words: Biocompatibility, gutta-percha, Resilon, tissue
response

Introduccion

Luego de la instrumentacion, la irrigacién y la de-
sinfeccién del sistema de conductos radiculares, el uso
de un material biocompatible y bien tolerado por los
tejidos periapicales para su obturacion es fundamental
e incide significativamente en el éxito a distancia del
tratamiento endodontico.! Si bien se ha sugerido una
variedad de materiales y técnicas con ese objetivo, el
empleo de conos de gutapercha (CGP) complementa-
dos por un sellador continia siendo uno de los proce-
dimientos universalmente mas difundidos.? Durante la
dltima década, los selladores endodénticos a base de
metacrilatos hidréfilos han ganado popularidad entre los
especialistas, y actualmente han sido aceptados por la
American Dental Association.? Los informes prelimina-
res*> han demostrado que proveen un sellado adecuado
mediante un proceso de adhesién micromecanica con la
dentina de las paredes radiculares. Sin embargo, no se
adhieren a la superficie de los CGP, lo cual constituye
una via facilmente accesible a la penetracion de bac-
terias o fluidos del medio bucal, especialmente en los
casos en los que la restauracion coronaria ha fracasado
o se ha perdido. A fin de obtener una adhesion efectiva
entre sellador y conos, se ha introducido en el mercado
una serie de conos de un material denominado Resilon
(CRE; Resilon Research LLC, Madison, CT, Estados
Unidos). Los CRE presentan medidas y conicidades si-
milares a los CGP convencionales, y su uso en la clinica
ha demostrado resultados promisorios.®® De acuerdo a
un informe preliminar,® los CRE estan constituidos por
una resina termoplastica sintética a base de un polime-
ro poliéster (policaprolactona), por particulas de vidrio
bioactivo, oxicloruro de bismuto y sulfato de bario, con
un relleno de aproximadamente 65% de su peso total.

La posibilidad de que los selladores o los conos en-
tren en contacto con los tejidos periapicales a causa de
una sobreobturacién accidental constituye una situacion
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bastante frecuente en endodoncia.'’ Si bien la biocompa-
tibilidad de la gutapercha fue analizada bajo diferentes
condiciones experimentales,'"!> las propiedades biol6-
gicas de los CRE aun no han sido bien determinadas. El
objetivo de este ensayo fue analizar comparativamente
la biocompatibilidad de CRE y CGP (estos ultimos, uti-
lizados como control positivo) implantados en el tejido
celular subcutaneo de la rata. La hipétesis nula establece
que no hay diferencias significativas entre ambos mate-
riales.

Materiales y métodos

El protocolo de este estudio fue revisado y aprobado
por la Comisién de Etica para la Investigacién Cientifica
de la Universidad del Salvador / Asociacién Odontolo-
gica Argentina.

En este trabajo se utilizaron conos de CRE y de CGP
(Maillefer/Dentsply, Ballaigues, Suiza) #40, de conici-
dad .04, obtenidos al azar de diferentes avios comercia-
les nuevos, los cuales fueron previamente esterilizados
por medio de rayos gamma.

Los conos se implantaron en el tejido celular subcutaneo
de 20 ratas Wistar macho de aproximadamente 200 gra-
mos. Los animales fueron tratados conforme a los requeri-
mientos de las normas ISO 10993-1-1992 e ISO 10993-2-
1992,'817 y seguin los principios éticos de experimentacion
y las especificaciones para el cuidado y el uso de animales
de laboratorio.’® Fueron puestos en cuarentena durante
los 7 dias previos a los procedimientos de implantacién,
a efectos de asegurar que se encontraran en 6ptimas con-
diciones de salud. Durante todo el experimento, se tuvo
especial cuidado de mantener a los animales confortables
y sin dolor. La preparacién de los especimenes y los pro-
cedimientos quirtirgicos de implantacion fueron realizados
bajo condiciones de esterilidad y de acuerdo a los procedi-
mientos descriptos en una comunicacién anterior."
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Luego de que los animales fueran anestesiados por
medio de una dosis intraperitoneal de clorhidrato de ke-
tamina (14 mg/kg) y acepromazina (10 mg/kg), la piel
de la zona dorsal de cada uno de ellos fue rasurada y
desinfectada con una solucién de yodo/povidona al
10% (Phoenix SAIC, Buenos Aires, Argentina). Poste-
riormente, se realiz6 una incisién de aproximadamen-
te 20 mm de longitud a través de la piel por medio de
un escalpelo, y se prepararon en la zona subcuténea y a
cada lado de la linea media dos areas en forma de bolsi-
llo de 28 mm de longitud, insertdndose cuidadosamente
en una de ellas un CGP y en la otra un CRE, mante-
niendo el mismo esquema de implantacién en todos los
animales. Los implantes se ubicaron cada uno de ellos
a una distancia de aproximadamente 20 mm de la linea
media, a fin de evitar interferencias entre la reaccién de
los tejidos a uno u otro material. Finalmente, los bordes
de la herida fueron unidos mediante cianoacrilato (Cia-
no Anaer6bicos IWT, Buenos Aires, Argentina).

Los animales se mantuvieron en el bioterio de la Facul-
tad de Ciencias Médicas de la Universidad del Salvador,
en jaulas de acero inoxidable con alimento balanceado ex-
pandido (Cooperacién, Buenos Aires, Argentina) y agua
potable ad libitum, con temperatura ambiental controlada
(24 °C) y ciclos de luz-oscuridad de doce horas. La eutana-
sia fue realizada por medio de una sobredosis de solucién
anestésica en grupos de 10, a los 14 y los 84 dias posim-
plantacion.

Los implantes junto con los tejidos circundantes fue-
ron removidos quirirgicamente y fijados en solucion de
formol-buffer al 10% (pH 7,4). Luego de la fijacién, los
especimenes se incluyeron en parafina y se procesaron
para su evaluacion histolégica.

Previamente a la implantacién de los conos, y con el
objetivo de estandarizar la muestra, se habia medido en
cada uno de ellos el didmetro externo de su seccién cir-
cular a una distancia de 1 mm de su extremo mas grueso
con un calibre Renfert 1119 (Hilzingen, Alemania). En
ese punto, cuya mediciéon determin6 un didmetro pro-
medio de 1,3 mm, se obtuvieron secciones de aproxi-
madamente 7 pm de espesor de forma transversal al eje
mayor de los conos. Los cortes se colorearon alternati-
vamente con hematoxilina y eosina o con tricrémico de
Masson, y se analizaron y fotografiaron a diferentes au-
mentos por medio de un microscopio éptico Ultraphot 11
(Carl Zeiss, Oberkochen, Alemania) equipado con una
camara digital Canon Powershot A510 (Canon, Tokio,
Japon). Las imagenes fueron capturadas y analizadas
por medio de un programa (Image Pro Plus; Media Cy-
bernetics, Silver Spring, MD, Estados Unidos). La eva-
luacién fue realizada por dos observadores previamente
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calibrados. En los casos en los que no hubo acuerdo, los
preparados histologicos fueron analizados nuevamente
en conjunto hasta obtener consenso entre ambos obser-
vadores.

Los pardmetros considerados para la evaluacién fue-
ron la presencia y el espesor de una capsula fibrosa, los
cambios vasculares y el tipo de células inflamatorias
presentes. El criterio utilizado para evaluar la reaccion
de los tejidos fue el siguiente: Grado 0 (sin reaccion):
formacion de capsula fibrosa y ausencia de células in-
flamatorias. Grado 1 (reaccién minima): presencia de
capsula fibrosa, acompafiada por éareas aisladas ocupa-
das por escasos linfocitos y plasmocitos, y por vasos de
neoformacion. Grado 2 (reaccion moderada): presencia
de cépsula fibrosa y numerosos linfocitos, plasmocitos,
macr6fagos, vasos de neoformacién, y eventualmente de
algunos polimorfonucleares neutréfilos. Grado 3 (reac-
cién severa): presencia de capsula fibrosa y de gran can-
tidad de polimorfonucleares neutréfilos, linfocitos, plas-
mocitos, macréfagos, células gigantes multinucleadas, y
numerosos capilares de neoformacion congestionados.

Los datos obtenidos fueron analizados por medio de la
prueba exacta de Fischer, a fin de determinar si existio
una diferencia significativa entre los CRE y los CGP en
cada uno de los periodos estudiados, y el efecto total
producido por los factores tiempo y material sobre la
reaccion de los tejidos.

El nivel de significacion fue establecido en p<0,05.

Resultados

El nimero total de implantes por material y por pe-
riodo de tiempo, y los resultados de la evaluacion
histolégica, pueden observarse en las tablas 1 y 2 res-
pectivamente. Al finalizar cada uno de los periodos po-
soperatorios, la observacién macroscopica en el nivel de
las areas implantadas revel6 que las heridas cicatrizaron
normalmente y que los animales se encontraban en per-
fecto estado de salud.

Alos 14 dias, la reaccion de los tejidos en contacto con
los CRE fue clasificada de Grado 2 en 3 (n=3) casos, y
de Grado 1 en los 7 (n=7) casos restantes. En contacto
con los CGP, la reaccién de los tejidos fue considerada
de Grado 2 en 2 (n=2) casos, y de Grado 1 en los 8 (n=8)

Tabla 1. Cantidad y distribucion de los implantes en los
diferentes periodos de observacion.

Dias CRE (n) GCP (n) Total (n)
14 10 10 20
84 10 10 20
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casos restantes. En los casos clasificados de Grado 2,
los conos estaban rodeados por un tejido fibroso inva-
dido por células inflamatorias, especialmente linfocitos,
plasmocitos, macr6fagos y vasos de neoformacion. En
los casos clasificados de Grado 1, los conos se encon-
traban rodeados por una banda de tejido fibroso, y por
la presencia de escasas células inflamatorias y vasos de

neoformacion en areas aisladas adyacentes a los conos o
en los tejidos circundantes (figs. 1y 2).

A los 84 dias, la reaccion de los tejidos en contacto
con los CRE fue considerada de Grado 1 en todos los
casos. Los conos se encontraban rodeados por un teji-
do fibroso denso de mayor espesor, bien definido y con
vasos de neoformacion. En los tejidos circundantes, se

Tabla 2. Grado de reaccién a los materiales implantados en funcién del tiempo.

14 dias 84 dias
Material n 0 1 2 3 n 0 1 2 3
CRE 10 7 3 10 10
CGP 10 8 2 10 10

Figura 1. A: Microfotografia de un espécimen representativo de CRE a los 14 dias posimplan-
tacion, catalogado como Grado 2. Se observa un tejido fibroso invadido por células inflamato-
rias que rodea al cono. (Hematoxilina y eosina X40). B: Mayor aumento del area del recuadro
marcado en A. En contacto con el cono se observa un importante infiltrado de células infla-
matorias constituido por linfocitos (flecha blanca), plasmocitos (flecha negra), macréfagos y
vasos de neoformacion (V). (Hematoxilina y eosina X400). C: Microfotografia de un espécimen
representativo de CGP a los 14 dias posimplantacion, catalogado como Grado 2. El cono esta
rodeado por un tejido fibroso invadido por células inflamatorias. En los tejidos circundantes se
pueden observar células inflamatorias dispersas o en conglomerados (flechas). (Hematoxilina
y eosina X100; DT: defecto de técnica). D: Mayor aumento del area del recuadro marcado en
C. Se observa un importante infiltrado inflamatorio invadiendo el tejido fibroso que rodea el
cono (flechas). (Tricromico de Masson X1000; F: fibroblastos).
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Figura 2. A: Microfotografia de un espécimen representativo de CRE a los 14 dias posim-
plantacion, catalogado como Grado 1. El cono se encuentra rodeado por una cdpsula fibrosa
(flecha) (Hematoxilina y eosina X40). B: Mayor aumento del drea del recuadro marcado en
A. Se puede observar la capsula fibrosa (CF) que rodea al cono, escasas células inflamatorias
cercanas (flechas) y vasos de neoformacién (V). En las dreas circundantes se ve un tejido cola-
geno denso y numerosos fibroblastos (F). (Tricrémico de Masson X400). C: Microfotografia de
un espécimen representativo de CGP a los 14 dias posimplantacién catalogado como Grado 1,
rodeado por una cdpsula fibrosa (flecha). (Hematoxilina y eosina X40; DT: defecto de técnica).
D: Mayor aumento del drea del recuadro marcado en C. Se observan escasas células inflama-
torias dentro de la capsula y en areas cercanas a ésta (flechas), vasos de neoformacion (V) y
fibroblastos (F). (Hematoxilina y eosina X1000; CF: cdpsula fibrosa, CGP: cono de gutapercha).

observo la presencia de escasas células inflamatorias,
especialmente linfocitos y plasmocitos. En contacto
con los CGP, la reaccién de los tejidos también fue
considerada de Grado 1 en todos los casos, con pocos
linfocitos y plasmocitos en los tejidos circundantes,
pero con la singularidad de que en 7 (n=7) de los es-
pecimenes se observo —en areas aisladas y adyacentes
a los conos— la presencia de particulas, probablemente
liberadas a partir del material, que estaban siendo fa-
gocitadas por macréfagos (fig. 3). El anélisis estadisti-
co de los datos, realizado mediante la prueba exacta de
Fischer, demostr6 que las diferencias observadas entre
CRE y CGP —tanto en un mismo periodo como entre
ambos periodos— no fueron significativas (p>0,05), ra-
z6n por la cual la hipétesis nula fue aceptada.
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Discusién

La implantacién en el tejido celular subcutaneo de
ratas constituye un procedimiento valido como ensayo
secundario para el estudio de la biocompatibilidad de
materiales endodénticos.?** Este ensayo permitié anali-
zar la reaccion del tejido a los implantes de CRE, cuyas
propiedades biolégicas atin no han sido adecuadamen-
te investigadas. Los resultados fueron desarrollados de
forma descriptiva y categorizados de acuerdo al tipo de
reaccion observada. Los periodos de tiempo utilizados
estdn comprendidos dentro de los plazos establecidos
por los estdndares internacionales para el estudio de
biomateriales.!” Los CGP fueron utilizados como con-
trol positivo, ya que su comportamiento biol6gico ha
sido previamente informado por diferentes autores,!!-'4
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Figura 3. A: Microfotografia de un espécimen representativo de CRE a los 84 dias posim-
plantacion, catalogado como Grado 1. El cono se encuentra rodeado por una capsula fibrosa
(flecha) (Tricromico de Masson X40). B: Mayor aumento del area del recuadro marcado en A.
Se observa la capsula fibrosa (CF) con vasos de neoformacion (V), escasos linfocitos (flechas
negras) y plasmocitos (flecha blanca) (Tricromico de Masson X1000). C: Microfotografia de un
espécimen representativo de CGP a los 84 dias posimplantacion, catalogado como Grado 1.
El cono se encuentra rodeado por una cdpsula fibrosa (flecha). (Hematoxilina y eosina X40).
D: Mayor aumento del 4rea del recuadro marcado en C. La figura muestra la presencia de
escasos linfocitos (L) y particulas fagocitadas por macréfagos (flechas negras). (Hematoxilina
y eosina X1000; P: plasmocito, F: fibroblasto, CF: capsula fibrosa; flecha blanca: cono de guta-

percha.

quienes consideran que, aunque no totalmente inertes,
constituyen uno de los materiales de obturacién endo-
dontica mejor tolerados por los tejidos vitales.!! En in-
vestigaciones previas,''* los CGP han demostrado ser
biocompatibles bajo diferentes condiciones experimen-
tales, propiedad que no pudo ser totalmente confirmada
en el presente estudio.

Es importante destacar que la seccion circular original
de algunos especimenes sufrié deformaciones inheren-
tes al proceso de corte histolégico. Sin embargo, estos
defectos de técnica no impidieron la correcta lectura y la
identificacién del tipo y el grado de la reaccion de los te-
jidos producida por los materiales implantados. La reac-
cion observada inicialmente en los tejidos en contacto
con CRE no resulté del todo inesperada, ya que —como
fuera previamente demostrado— en un medio biol6gico
los CRE sufren un proceso de degradacion alcalina®
y enzimatica,? liberando rapidamente una cantidad de
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subproductos que pueden resultar irritantes para los te-
jidos. Esta degradacion continda (aunque de forma mas
atenuada) en los periodos de observaciéon mas extensos,
lo cual explicaria de alguna forma la persistencia de
cierta cantidad de linfocitos y plasmocitos a los 84 dias
posimplantacién. Sin embargo, resultd interesante ob-
servar que, a pesar de la persistencia de subproductos de
la degradacion de los CRE, la reaccion de los tejidos no
sufrio variantes importantes al finalizar la experiencia.
Lareaccioén de los tejidos en contacto con CGP tampo-
co fue del todo inesperada, y los resultados concuerdan
sOlo parcialmente con los estudios de Wolfson y Selt-
zer*? y de Holland et al.,'* quienes implantaron conos de
gutapercha de diferentes marcas comerciales en el tejido
celular subcutaneo de ratas y comprobaron que, luego
de una leve reaccién inflamatoria inicial, los conos son
rodeados por una capsula fibrosa sana, por lo que consi-
deran que, a pesar de la reaccién inflamatoria inducida
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inicialmente, la gutapercha es un material de obturacion
que no produce efectos téxicos sobre los tejidos en el
mediano y el largo plazo. Si bien en el presente ensayo
inicialmente se detectaron cambios inflamatorios impor-
tantes en dos especimenes en los tejidos en contacto con
los CGP, a los 84 dias todos los casos fueron cataloga-
dos de Grado 1; se pudo comprobar la persistencia de
escasos linfocitos y algtin plasmocito, con la singulari-
dad de que, en areas aisladas y cercanas a los CGP, se
observaron particulas del material liberadas en los teji-
dos circundantes, estimulando a su vez la confluencia de
macrofagos y la fagocitosis del material liberado. Estas
observaciones concuerdan con las de Sjogren et al.,*
quienes obtuvieron resultados similares cuando implan-
taron piezas de gutapercha en el tejido celular subcuté-
neo de cochinillos de Guinea. Esto se explica porque,
al igual que los CRE, los CGP también se encuentran
expuestos a un proceso de degradacion, en este caso
mediante un mecanismo oxidativo,*>?®lo cual confirma
los resultados de una experiencia preliminar®’ en la que,
en contacto con probetas de gutapercha termoplastiza-
da implantadas en el tejido celular subcuténeo de ratas,
se observo un tejido fibroso denso, con la presencia de
numerosos macréfagos fagocitando particulas del mate-
rial en los periodos de observacion mas extensos. Otra
observacion interesante fue que los resultados de este
trabajo concuerdan ampliamente con los obtenidos por
Cardoso et al.’® y Zmener et al.,”® quienes también im-
plantaron conos de Resilon y conos de gutapercha en el
tejido celular subcutdneo de ratas. Lo relevante de este
dato fue que los resultados obtenidos fueron similares
a pesar de haberse utilizando modelos experimentales
diferentes.

Dentro de las limitaciones de este trabajo, los CRE y
los CGP no parecerian comportarse como materiales to-
talmente inertes cuando se implantan en el tejido celular
subcutaneo de la rata. Sin embargo, las observaciones
realizadas durante la implantacion de un biomaterial en
tejido celular subcutdneo no pueden ser extrapoladas
de forma directa a lo que ocurre en la situacion clinica
real, y por lo tanto los resultados obtenidos deberian ser
analizados con cautela. En ese sentido, deberia tenerse
en cuenta que los tejidos periapicales presentan diferen-
cias estructurales importantes, y que el comportamiento
biolégico de los CRE o los CGP en el tejido periodontal
podria ser sustancialmente diferente.?*3! Esto es espe-
cialmente cierto a partir de las observaciones de Serene
et al.,*> quienes demostraron que tanto los CGP como
sus componentes se comportan como activadores poten-
ciales del complemento. De esta forma, podrian inducir
—en el mediano y el largo plazo— el desarrollo de una
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reaccion inflamatoria e impedir la reparacién de los teji-
dos periapicales en casos de sobreobturaciones,* lo que
de alguna manera constituye una limitacion del presente
estudio, ya que estos aspectos no fueron considerados
en nuestro protocolo y requieren ser investigados mas
exhaustivamente.

Conclusiones

La persistencia de una reaccién inflamatoria de Gra-
do 1 inducida por los CRE y los CGP, y la actividad
macrofagica observada en contacto con los CGP a los 84
dias posimplantacion, sugieren que en la situacién cli-
nica deberian tomarse los recaudos necesarios para que
tanto los CRE como los CGP queden siempre ajustados
a la longitud de trabajo y, por lo tanto, confinados dentro
del conducto radicular.
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