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GLOSARIO
AZUL TRIPAN: colorante azoico que se utiliza en tinciones histoldgicas para ensayos de
viabilidad que permiten diferenciar células vivas de células muertas.
CELULAS MADRE: Es una célula totipotente/ pluripotente o multipotente, capaz de
generar uno o mas tipos de células diferenciadas, y que ademas posee la capacidad de auto
renovacion, es decir, de producir mas células madre.
ENDOSEQUENCE: Es un cemento biocerdmico que presenta actividad antibacteriana y
biocompatibilidad con los tejidos, tiene un pH alcalino, alto contenido de calcio, libera iones
de calcio y radiopacidad adecuada.
LIVE DEAD: Este ensayo es basado en fluorescencia se pueden usar para citometria de
flujo, microscopia o formatos de microplacas, permiten la fijacion, lo que permite la tincion
intracelular y la neutralizacion de los patdgenos.
PAPILA APICAL.: Tejido mesodérmico incluido en la invaginacion del érgano epitelial del
esmalte, que da lugar al surgimiento de la dentina y la pulpa.
PASTA TRIANTIBIOTICA HOSHINO: Es una mezcla de antibioticos (Metronidazol,
Ciprofloxacina y Minociclina) utilizado para tratar piezas deciduas necroticas.
PRUEBAS DE TOXICIDAD: Conjunto de pruebas utilizadas para determinar la toxicidad
de una sustancia en sistemas vivos
TOXICIDAD: Grado de efectividad de una sustancia toxica.
TRIPSINA: Serina endopeptidasa que se forma del tripsindgeno en el pancreas. Es
convertida a su forma activa por la entero peptidasa en el intestino delgado. Cataliza la

hidrolisis del grupo carboxilo de la arginina o de la lisina.
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TRIPSINIZACION: Proceso utilizado en cultivos celulares para separar las células
adherentes del sustrato de cultivo usando tripsina, una enzima proteolitica que degrada las

proteinas de adhesion.

WST-1: ensayo colorimétrico, para la evaluacion de la proliferacion celular
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RESUMEN

Introduccion: Desde el inicio de la ingenieria de tejidos a principios de la década de 1990,
se han desarrollado numerosas investigaciones enfocadas en la odontologia regenerativa
basados en tratar dientes inmaduros con pulpa necrotica, la cual consiste en la estimulacion
de los tejidos que se encuentran en la raiz del diente, principalmente por la sintesis de
materiales Unicos que actian como andamios para apoyar la unién celular, el crecimiento y
la diferenciacion, siendo posible lo anterior, un conducto estéril, debe estar acompafiado de
la combinacidn de la pasta triple antibidtica de Hoshino. También se han realizado estudios
con nuevos materiales bioceramicos que ayudan a la regeneracion y han sido como paso final
de la revascularizacion pulpar. Objetivo: Evaluar la viabilidad de las células madre de la
papila apical cuando son expuestas a la pasta triantibiética de Hoshino y Endosequence

Meétodos: Estudio Ex Vivo, se utilizd una muestra de papila apical descongelada, se
realizé cultivo celular hasta el cuarto pase, a cada pase se le hicieron pruebas de microscopia
Optica identificando la morfologia celular hasta observar proliferacion celular, se definieron
las concentraciones de 1mg, 0.5 mg, 0.25 mg, 0.125 mg y control + para la preparacién del
medicamento triple pasta antibidtica de Hoshino (minociclina, metronidazol vy
ciprofloxacina) y agregando méaxima concentracion para Endosequence con las mismas
concentraciones descritas anteriormente. Luego se agrego el medicamento en el cultivo de
células madres, se definieron los dias, serian (1, 3, 5, 7) dias por la cual los medicamentos
permanecerian en el cultivo celular y a cada respectivo se le realizo prueba de viabilidad
celular, se comenz6 con azul tripan, después el ensayo metabolico wst-1 y por Gltima prueba
live dead.

Resultados: La pasta Triantibidtica de Hoshino en el dia 1, 3, 5y 7 no alterd la morfologia

de las células cuando fue sometida a las concentraciones de estudio. En las concentraciones
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de 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml y 0,125 mg/ml se observd proliferacion celular y la tipica
morfologia fibroblastoide. Endosequence mostro alteracion morfoldgica a la concentracion
recomendada por la casa comercial (maxima concentracion) en los dias 1, 35y 7. Se
observan células redondeadas, sin conexiones entre si, incluso pierden adherencia a la
superficie de cultivo. Por otro lado, las concentraciones de 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml
y 0,125 mg/ml no presentaron alteracion morfoldgica, se observa proliferacion celular y
conexiones entre células.

Discusion: las diferentes concentraciones de la mezcla triantibidtica de Hoshino
utilizadas no alteraron la morfologia celular ni la adherencia celular. Estos hallazgos estan
en desacuerdo con lo reportado por Panupat Phumpatrakom quien report6 en un modelo
de celulas madre de la pulpa dental alteracion morfologica a una concentracion de 0,39
mg/ml. Sin embargo, los resultados de este estudio concuerdan con lo reportado por
Sorapong Chuensombat quién usando células madre de la pulpa dental y células madre de
la papila apical usando concentraciones de 25.00, 6.25, 1.56, 0.39, 0.097, y 0.024 ug/ml
no encontré cambios en la morfologia celular. Conclusiones: La Pasta Triantibidtica de
Hoshino a concentraciones de 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250 mg/ml y 0,125 mg/ml no afecta
la viabilidad de las células madre de la papila apical. Por tanto, podria ser utilizada en
protocolos de endodoncia regenerativa. La presentacion comercial pura del material
bioceramico Endosequence altera la estructura y metabolismo a nivel mitocondrial de las
células de la papila apical. Por tanto, su viabilidad celular se ve seriamente afectada por
tal motivo no se recomienda usarla en protocolos de endodoncia regenerativa. Palabras
claves: Citotoxicidad, células madres, revascularizacion, pasta triantibiotica,

Endosequence, ensayos de viabilidad celular.
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Abstract
Introduction Since the beginning of tissue engineering in the early 1990s, numerous
investigations focused on regenerative dentistry based on treating immature teeth with
necrotic pulp have been developed, which consists in stimulating the tissues found at the
root of the tooth, mainly by the synthesis of unique materials that act as scaffolds to
support cell union, growth and differentiation, being possible the above, a sterile duct,
must be accompanied by the combination of the triple antibiotic paste of Hoshino. Studies
have also been conducted with new bioceramic materials that help regeneration and have
been the final step of pulpal revascularization. Since the beginning of tissue engineering
in the early 1990s, numerous research focused on dentistry has been developed
regenerative based on treating immature teeth with necrotic pulp, which consists in the
stimulation of the tissues found in the root of the tooth, mainly by the synthesis of unique
materials that act as scaffolds to support cell union, growth and differentiation , the
foregoing being possible, a sterile duct, must be accompanied by the combination of the
triple antibiotic paste of Hoshino. Studies have also been conducted with new bioceramic
materials that help regeneration and have been the final step of pulpal revascularization.
Obijective: To evaluate the viability of the apical papilla stem cells when they are exposed
to the Hoshino and Endosequence triantibiotic paste. Methods: Ex Vivo Study, a sample
of thawed apical papilla was used, cell culture was carried out until the fourth pass, each
pass underwent optical microscopy tests identifying cell morphology until cell
proliferation was observed, concentrations of 1mg, 0.5 mg were defined , 0.25 mg, 0.125
mg and control + for the preparation of the triple antibiotic drug Hoshino (minocycline,

metronidazole and ciprofloxacin) and adding maximum concentration for Endosequence
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with the same concentrations described above. Then the medicine was added in the stem
cell culture, the days were defined, it would be (1, 3, 5, 7) days for which the drugs would
remain in the cell culture and each cell was tested for cell viability, it started with trypan
blue, then the wst-1 metabolic test and finally live dead test. Results: Hoshino
Triantibiotic paste on day 1, 3, 5 and 7 did not alter the morphology of the cells when it
sometimes went to the study cells. In the concentrations of 0.5 mg / ml, 0.25 mg / ml and
0.125 mg / ml, cell proliferation and the typical fibroblastoid morphology were observed.
Sequence detected morphological alteration at the concentration recommended by the
commercial house (maximum concentration) on days 1, 3, 5 and 7. Rounded cells are
observed, without connections to each other, even lose adherence to the crop surface. On
the other hand, the concentrations of 1 mg/ ml, 0.5 mg/ ml, 0.25 mg/ ml and 0.125 mg /
ml without morphological alteration, observation of cell proliferation and connections
between cells. Discussion: The different concentrations of the Hoshino triantibiotic
mixture used did not alter cell morphology or cell adhesion. These findings disagree with
what was reported by Panupat Phumpatrakom who reported morphological alteration in a
pulp stem cell model at a concentration of 0.39 mg / ml. However, the results of this study
are consistent with those reported by Sorapong Chuensombat who using dental pulp stem
cells and apical papilla stem cells using concentrations of 25.00, 6.25, 1.56, 0.39, 0.097,
and 0.024 pg / ml did not find Changes in cell morphology. Conclusions: Hoshino
Triantibiotic Paste at concentrations of 1mg / ml, 0.5 mg / ml, 0.250 mg / ml and 0.125
mg / ml does not affect the viability of the stem cells of the apical papilla. Therefore, it
could be used in regenerative endodontic protocols. The pure commercial presentation of
the bioceramic material Endosequence alters the structure and metabolism at the

mitochondrial level of the cells of the apical papilla. Therefore, its cell viability is
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seriously affected for this reason it is not recommended to use it in regenerative
endodontics protocols.
Key words: Cytotoxicity, stem cells, revascularization, triantibiotic paste, Endosequence,

cell viability assay
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El tratamiento del diente necrotico con apice abierto se ha convertido en un reto para la
endodoncia regenerativa. La endodoncia regenerativa es un campo emergente de la
odontologia el cual utiliza células madre, biomoléculas y andamios para lograr regenerar el
complejo pulpo dentinal. En este contexto, surge la revascularizacion con el principio de
descontaminar adecuadamente el conducto radicular usando diferentes antibioticos (Banchs
& Trope, 2009; Takushige, Cruz, Asgor Moral, & Hoshino, 2004), una vez descontaminado
el conducto radicular se induce a la formacion de un andamio natural de fibrina estimulado
por un coagulo de sangre, a su vez se aprovechan las células y moléculas de sefializacion
producto de este coagulo para promover la formacion de nuevo tejido dento-
pulpar.(Albuguerque, Valera, Nakashima, Nor, & Bottino, 2014)

En este contexto, el conocimiento sobre los medicamentos y materiales intraconducto
utilizados en revascularizacion son de suma importancia y han sido objeto de investigacion.
Vale la pena mencionar la pasta triantibidtica de Hoshino compuesta por minociclina,
ciprofloxacina y metronidazol la cual se ha utilizado para asegurar la descontaminacion del
conducto radicular y proveer el ambiente adecuado para la revascularizacion pulpar. Sin
embargo, varios estudios han reportado que esta pasta mancha el diente tratado debido al
efecto pigmentante de la minociclina (Thomas, 2014). Ademas, varios estudios han reportado
el efecto citotoxico del combinado triantibidtico sobre fibroblastos, células madre del
ligamento periodontal, de la pulpa dental y la papila apical (Thomas, 2014) Por otro lado,
vale la pena mencionar otros materiales que se han utilizado en esta terapéutica tales como

el MTA, Biodentine, BioAgreggate, iRoot y endosequence, los cuales han estudiado su efecto
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regenerativo pero pocos de ellos han estudiado el efecto citotoxico en modelos celulares lo
cual se hace necesario investigar el efecto de estos materiales sobre la viabilidad celular.
(Damas, Wheater, Bringas, & Hoen, 2011; Oncel Torun et al., 2015)

Endosequence actualmente se utiliza en procedimientos de regeneracion pulpar, se ha
desarrollado como un material bioceramico novedoso, el manejo a base de silicato de calcio,
ha presentado buenas caracteristicas de biocompatibilidad, sellado y gran potencial
antimicrobiano y varios reportes han evidenciado que este material bioceramico logra
potencializar la biodisponibilidad de los factores de crecimiento de las células madre. Sin
embargo, hasta la fecha no existe un reporte donde se evalle la citotoxicidad de este
biomaterial sobre células madre de la papila apical ni tampoco existe un estudio donde se
compare los efectos de la pasta tradicional de Hoshino versus Endosequence (Miller,

Takimoto, Wealleans, & Diogenes, 2018)

Se han seleccionado las células de la papila apical como modelo celular para evaluar la
citotoxicidad debido a que cientificamente se ha demostrado que las células de la papila
apical sobreviven a las infecciones dentales ya que cuenta con una ubicacién anatomica
favorable y un gran nimero de células madre, lo cual permite que durante los procedimientos
de endodoncia regenerativa (REP), participen en la regeneracion del complejo pulpo
dentinal. Son las responsables de la formacion radicular, ya que participan activamente en la
formacion apical del diente. Sin embargo, existen pocos reportes que investiguen los efectos
citotoxicos de los diferentes medicamentos y materiales expuestos anteriormente sobre este
tipo celular las cuales son las responsables de la formacion de la pulpay la raiz dental. (Miller
etal., 2018)

Por estas razones el grupo de trabajo plantea la siguiente pregunta de investigacion:
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1.1 Pregunta de investigacion
¢Como afecta la viabilidad de las células madre de la papila apical la pasta triantibiotica de
Hoshino y Endosequence?

1.2 Justificacion
Actualmente la endodoncia regenerativa se puede lograr a través de la actividad de las células
de la pulpa, periodonto y el sistema inmunoldgico; es una de las terapias méas importantes e
innovadoras en la odontologia que permiten la funcion adecuada del diente para mantener la
estructura dental en la cavidad oral.

En este tipo de tratamientos es necesario realizar una revascularizacion pulpar, por,
consiguiente se realiza una instrumentacién para la formacion de un codgulo de sangre
intracanal, estimulando las células madre en el espacio radicular en combinacion con
medicamentos que reducen la infeccion para promover el desarrollo de la raiz, reparacion de
tejidos y posterior curacion ,este se efectia en dientes permanentes inmaduros con pulpa
necrotica y periodontitis apical.(Garcia-Godoy & Murray, 2012)(Wigler et al., 2013)

Existen diversos materiales que son parte fundamental para el éxito del tratamiento,
teniendo en cuenta que se encuentran en contacto con el tejido pulpar o perirradicular, es de
gran importancia evaluar y analizar el grado de citotoxicidad. Los materiales que se
estudiaran en la presente investigacion seran la pasta triantibidtica de Hoshino y el
endosequence(r) (Wigler et al., 2013).

La investigacion se enfocara en el estudio y andlisis de la viabilidad celular de células madres
de la papila apical expuestas a la pasta triantibiotica de Hoshino y Endosequence, el cual,
permitira ser utilizada en varias concentraciones para verificar, observar e identificar cada

uno de los factores que pueden intervenir durante el procedimiento como: la mortalidad u/o
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proliferacion de las células de la papila apical, como también se podrian llegar a evidenciar
otros cambios o dafios estructurales causados por la composicion de estos medicamentos;
con esta se aportara informacion sobre como actua la pasta triantibiotica de hoshino y
endosequence a nivel celular en la papila apical, con mencionados medicamentos se lograra
evidenciar el nivel de citotoxicidad en las células de la papila apical, permitiendo profundizar
los conocimientos teoricos y cientificos basados en la evidencia.

Con este proyecto se busca disminuir la cantidad de tratamientos tradicionales de endodoncia
lo cual genera que no se realice un correcto selle apical, lo ideal es que el paciente mantenga
vitalidad pulpar por medio de la revascularizacion y no un diente no vital que pueda ocasionar
mayores costos en el momento de realizar una rehabilitacion por pérdida de este diente.

En este orden de ideas, existe la necesidad de investigar la compleja interaccion de los
materiales basados en silicato de calcio con las células madre como también cambiar el
enfoque clinico, a través de cada uno de los resultados que se obtengan en cada una de las
etapas de esta investigacion, y pueda ser utilizado como una contribucion para fortalecer la
linea de investigacion de Ingenieria Tisular y Medicina Regenerativa y aportar en este

emergente campo de la endodoncia regenerativa
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Evaluar la viabilidad de las células madre de la papila apical cuando son expuestas a la pasta
triantibidtica de Hoshino y Endosequence.
2.2 Objetivos Especificos
Evaluar la viabilidad celular mediante el ensayo metabdlico WST-1.
Evaluar la viabilidad celular mediante el ensayo de integridad de membrana celular.
Azul Tripany LIVE-DEAD
Identificar qué medicamentos presentan mayor alteracion sobre la viabilidad de las células

madre de la papila apical.
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MARCO TEORICO

3.1. Antecedentes

Desde el inicio de la ingenieria de tejidos a principios de la década de 1990 (Langer y
Vacanti, 1993), se han desarrollado numerosas investigaciones enfocadas en la
odontologia regenerativa basados en tratar dientes inmaduros con pulpa necrética, la cual
consiste en la estimulacion de los tejidos que se encuentran en la raiz del diente,
principalmente por la sintesis de materiales Gnicos que actian como andamios para apoyar
la union celular, el crecimiento y la diferenciacion (Li et al., 2005), asi como la
identificacion de fuentes novedosas de células madre (Nakashima e lohara, 2011) y
moléculas bioactivas (Lu y Atala, 2013) se han dirigido a la regeneracion de tejidos y
organos perdidos debido a traumas y / o0 enfermedades (Langer y Vacanti, 1993).

La revascularizacion pulpar se remonta a décadas pasadas, fue descrito por Nygaard-
Ostby y Hjortdal en 1961, la cual es un procedimiento disefiado para estimular la
regeneracion de los tejidos apicales para reemplazar fisiol6gicamente una estructura
dafada, incluyendo dentina, raiz y complejo dentino-pulpar. Actualmente se lleva a cabo
en dientes permanentes inmaduros con infeccion o pulpa necrética. Sin embargo, la
revascularizacion se basa en la existencia de una matriz de tejido estéril la cual
proporcionan nuevas células, se basa en la preservacion del potencial de las células madre
pulpares y células mesenquimaticas de la papila apical contribuyendo a la
revascularizacion. Myers et al. Y Nevins et al. Demostraron la efectividad de
revascularizacion mediante la formacion del coagulo intraconducto, lo que potencié el

desarrollo de la raiz en diversos estudios clinicos. (Baranwal, 2015).
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La revascularizacion, ha sido introducido desde 1961 Nygaard-Ostby et al., el cual
planteo la hipotesis de que laceracion de los tejidos apicales, podria promover el sangrado
y la formacién de un coagulo que sirviera como andamio, apoyando el nuevo crecimiento
de tejido pulpar en el conducto radicular, por estimulacion de las células de la papila apical
(Martin G, 2013), que conllevaba a un mayor desarrollo de la raiz (Petrino JA, 2010).
Moller et al. Mostraron que el tejido pulpar necrotico infectado provoca fuertes reacciones
inflamatorias en los tejidos apicales. Myers et al. y Nevins et al. Demostraron la
efectividad de la revascularizacion mediante la formacion del codgulo intraconducto, lo
que potencio el desarrollo de la raiz en diversos estudios clinicos. Este tratamiento o
proceso es totalmente diferente a una terapia endodontica convencional, ya que tiene el
potencial de reemplazar un tejido pulpar necrético por uno sano.

Sato T, Hoshino E., Uematsu H. y Cols. (1993) En Japon, realizaron un estudio para
establecer y aclarar la eficacia de una mezcla de medicamentos compuesta por
Ciprofloxacina, Metronidazol mas un tercer antibiético: Amoxicilina, Cefaclor,
Cefroxadine, Fosfomycin o Rokitamycin en bacterias de lesiones cariosas y endodénticas
de dientes deciduos humanos extraidos, in vitro. Concluyendo que las lesiones cariosas y
endoddnticas pueden ser esterilizadas por la mezcla de los medicamentos anteriormente
dicho.

Sato J. y Cols. (1996). En Japdn. Observaron el potencial antibacteriano de una mezcla de
Ciprofloxacina, Metronidazol y Minociclina en los tabulos dentinarios de la dentina
radicular infectada. La penetracion y la eficacia bactericida se calcularon a través de
periodos de observacién y mediante varios procedimientos (recuento de bacterias y
medicion de zonas de inhibicién), de tal manera que al final no se recuper6 ninguna

bacteria de la dentina radicular, excepto en un caso en el cual se recuperaron unas pocas
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bacterias comprobando el efecto antibacteriano de la combinacion de estos tres
medicamentos en las paredes de conductos infectados.

Hoshino E. y Cols. (1996) En Japon. Realizaron este estudio a fin de establecer el efecto
antibacteriano de una mezcla de Ciprofloxacina, Metronidazol y Minociclina, con la
adicion de Rifampicinay sin ella, en bacterias tomadas de dentina radicular infectada, asi
como de dentina cariada y tejido pulpar infectado. No se recuperaron ninguna de las
muestras en presencia de la combinacién de los medicamentos, lo que indica la potencia
y eficacia bactericida de las 9 drogas contra los microorganismos presentes en los
conductos radiculares infectados o dentina cariada.

Se han realizado estudios con nuevos materiales bioceramicos que ayudan a la
regeneracion y han sido como paso final de la revascularizacion pulpar. Estos materiales
bioceramicos se introdujeron en endodoncia en la década de 1990, primero como
materiales de obturacion retrograda y después como cementos para reparacion, selladores
de conductos que ayudan a la regeneracion y han sido como paso final de la
revascularizacion pulpar, Las ventajas potenciales de los materiales bioceramicos en
endodoncia estan relacionadas con sus propiedades bioldgicas y fisico-quimicas. (Alobaid

etal., 2014)

3.2 Revascularizacion

En los ultimos afios, el campo de la endodoncia regenerativa ha presentado nuevas

posibilidades para el tratamiento de dientes permanentes inmaduros necréticos mediante el

desarrollo de nuevo tejido pulpar basado en la combinacion meticulosa y la interaccion de 3

elementos clave para la regeneracion de tejidos, a saber, células madre, moléculas bioactivas

(p. €j., factores de crecimiento) y andamios (Diogenes et al ., 2013)
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El enfoque de revascularizacion demuestra cuantitativamente el engrosamiento de la pared
dentinaria, el cierre apical y el aumento de la longitud de la raiz, en base a una fuerte
evidencia radiogréafica ( Banchs y Trope, 2004 )
La perspectiva clinica de la necesidad de un andamio proviene principalmente de la
formacion de una matriz basada en fibrina derivada de un coagulo de sangre en un sistema
de conducto radicular previamente descontaminado, minimo o no instrumentado a través de
la laceracion intencional de los tejidos periapicales (es decir, revascularizacién ) En resumen,
el codgulo de sangre actia como un andamio natural que, junto con factores de crecimiento
y células madre producidos enddgenamente de las papilas apicales (SCAP), puebla el
andamio, induciendo el engrosamiento de la pared dentinal, la maduracién de la raiz y, en
algunos casos la formacion de tejido reparador similar al cemento (Diogenes et al , 2013)
3.3 Células madre
Las células madre constituyen la unidad natural de generacion durante la embriogénesis y
regeneracion en la vida adulta. (Gamboa, Calderdn, Menéndez, & Carballo, 2012)
Las células madre presentan una serie de propiedades que las distinguen del resto de las
células y les confieren las caracteristicas Optimas para su uso en medicina regenerativa,
entre las cuales figuran: la alta tasa de proliferacion y regeneracion clonal mediante
divisiones simétricas (autorrenovacion) y su alto grado de potencialidad para diferenciarse
en distintos tipos celulares a través de divisiones asimétricas (diferenciacion). (Dra.

Lidyce Quesada Leyva, 2017)

Las células madre se clasifican segin su potencial y nivel de diferenciacion, entre las

cuales encontramos: totipotenciales: Gnicamente el cigoto y las descendientes de las 2
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primeras divisiones son células totipotenciales, ya que tienen la capacidad de formar tanto
el embrion como el trofoblasto de la placenta, pluripotenciales: a los 4 dias las células
totipotenciales empiezan a diferenciarse y forman el blastocisto y la masa celular interna.
Las células de esta Gltima son consideradas pluripotenciales y pueden diferenciarse en las
3 lineas germinales (endodermo, mesodermo y ectodermo), pero pierden la capacidad de
formar la placenta. Encontramos las. multipotenciales: son células capaces de producir un
rango limitado de linajes de células diferenciadas de acuerdo con su localizacion, por
ejemplo, las del sistema nervioso central tienen el potencial de generar 3 tipos celulares:
neuronas, oligodendrocitos y astrocitos, las unipotenciales: son células capaces de generar
un solo tipo de célula especifica; por ejemplo, las de la membrana basal de la epidermis
Inter folicular, que producen Unicamente escamas queratinizadas. (Dra. Lidyce Quesada
Leyva, 2017)

3.4 Células madre de la papila apical

Las células madre de la papila apical (SCAP) son principalmente fuente de odontoblastos
primarios responsables de continuar con el desarrollo radicular y debido a su cercania con
el suplemento sanguineo periodontal pueden sobrevivir frente a la necrosis pulpar.
(Alobaid et al., 2014)

Las células madre de la papila apical (SCAP) han sido usadas con resultados
sorprendentes en la regeneracion endodontica de dientes inmaduros con necrosis pulpar.
Este procedimiento incluye la desinfeccidn del canal radicular y la induccion del sangrado
intracanal, el cual introduce células madre originadas en la papila apical, para que
produzcan un codgulo sanguineo y formen una matriz de tejido estéril, a la que se aportan

nuevas células capaces de crecer y diferenciarse. (Alobaid et al., 2014)
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Dentro de sus caracteristicas, encontramos que su formacion es en forma de colonias,
presentan diferenciacion adipogénica, osteogénica, y neurogénica. La mayoria de los
SCAP conservan forma de fibroblastos (Sijia Nal, 2013)

De igual manera, se han seleccionado las células de la papila apical como modelo celular
para evaluar la citotoxicidad debido a que cientificamente se ha demostrado que las
células de la papila apical sobreviven a las infecciones dentales ya que cuenta con una
ubicacion anatémica favorable y un gran nimero de células madre, lo cual permite que
durante los procedimientos de endodoncia regenerativa (REP), participen en la
regeneracion del complejo pulpo dentinal sin embargo, existen pocos reportes que
investiguen los efectos citotoxicos de los diferentes medicamentos y materiales expuestos
anteriormente sobre este tipo celular las cuales son las responsables de la formacion de la
pulpay laraiz dental. (Miller et al., 2018)

3.5 Triple Pasta antibidtica de Hoshino

Varios informes de casos exitosos utilizaron triple pasta antibi6tica (ciprofloxacina,

metronidazol y minociclina) en el sistema del conducto radicular durante varias semanas

antes del reclutamiento de células madre en el canal a través del sangrado inducido. EI TAP

es un agente antimicrobiano efectivo que crea condiciones adecuadas para la

revascularizacion del tejido, segun (Julie A. Berkhoff, 2014) se ha demostrado que la

concentracion de TAP utilizada clinicamente es citotoxica para las células madre de la papila

apical (Gucciardino F, 2015)

Ha sido introducido por Hoshino et al. 44. Varios estudios informaron resultados

prometedores cuando se usé TAP en dientes necroticos con formacion radicular incompleta.

Ciertos autores hablan sobre la concentracion del TAP utilizada porque el uso clinico de TAP

ha sido empirico. Aplicacion local de 3Mix usando una concentraciéon excesiva La accion
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podria afectar el tejido del huésped, causando la muerte celular, lo que limita la regeneracion
del tejido. Por lo tanto, los propositos de este estudio fueron determinar los efectos
citotoxicos del TAP y cada componente antibiotico individual de TAP en células madre de
la papila apical

Dentro del sistema de conductos se encuentran microorganismos que son capaces de
sobrevivir y multiplicarse provocando infecciones puesto que se han encontrado que la
mayoria de las bacterias encontradas en el conducto son anaerobios estrictos. Por lo tanto, el
metronidazol se convierte en el medicamento de mejor eleccion, también el ciprofloxacino,
que es un inhibidor del ADN qgirasa, por lo tanto, la desinfeccion se ha considerado un paso
importante en la terapia regenerativa. (Alobaid et al., 2014) Sato J, et al (1996) determin0 la
efectividad antibacteriana de una pasta antibiotica a base de metronidazol, ciprofloxacino y
minociclina conocida como pasta triantibidtica de Hoshino mezclada con agua destilada
dentro de conducto radiculares infectados, lo cual se tuvo en cuenta que la minociclina tiene
efectos adversos como la pigmentacion del diente. Se habla del hidréxido de calcio como un
agente antibacteriano, ha sido demostrado en varios estudios que no presenta toxicidad en las
células madre lo cual es de gran importancia ya que permite que la proliferacién de las células
para completar con el proceso de revascularizacién

Windley W. y Cols. (2005) En Estados Unidos. Estudiaron la capacidad de una pasta
antibidtica triple consistente de 3 Metronidazol, Ciprofloxacina y Minociclina para la
desinfeccion de dientes inmaduros de perros con periodontitis apical. Los resultados
indicaron la efectividad de la pasta antibidtica triple en la desinfeccidn de dientes inmaduros
con lesién periapical.

Igualmente, Nakahara H., Takushige T., Hoshino E. (2005) En Japdn. Evaluaron

clinicamente el tratamiento endoddéntico 3Mix-MP usando una combinacion de
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medicamentos antibacterianos en 991 piezas permanentes. Se agrandaron los orificios de las
entradas de los conductos para crear una cavidad donde alojar la medicacion (3Mix-MP) para
luego sellar el conducto con cemento de iondmero de vidrio. Los resultados obtenidos fueron
exitosos en la mayoria de los casos (97,8%) debido a la desaparicion de los sintomas y signos
clinicos como fistulas, formacion de abscesos, exudado purulento, inflamacién o dolor a la
masticacion; asi como la recuperacion 12 parcial o total de las lesiones periapicales

3.6 Material bioceramico Endosequence

Estos materiales bioceramicos estan compuestos por 6xido de aluminio y 6xido de circonio,
vidrio bioactivo, recubrimientos y materiales compuestos, hidroxiapatita y fosfatos
reabsorbibles. Los materiales biocerdmicos de clasifican en Bioinerte, estos no son
interactivos con los sistemas bioldgicos. Bioactivos, son durable en los tejidos que pueden
sufrir interacciones interfaciales con el tejido circundante. Biodegradable, son soluble o
reabsorbible. (Alobaid et al., 2014.)

Entre estos materiales encontramos el EndoSequence® ((Brasseler EE.UU., Savannah, GA)
tiene propiedades de un sellador ideal en las cuales es resiste a la actividad antimicrobiana,
proporcionando buena adherencia a la dentina intrarradicular después del fraguado, fue
desarrollado principalmente para perforaciones y se considera un material insoluble y
radiopaco. (Alobaid et al., 2014).

En cuanto a revascularizacion, se evidencia en la literatura, el uso del material Endosequence
después de provocar un coagulo de sangre que se indujo usando una lima K # 10 para lacerar
Los tejidos apicales. Después de que se formd el codgulo de sangre, EndoSequence Masilla
bioceramica se coloco debajo de la union cemento-esmalte y sobre el codgulo directamente.
Basado en el juicio del clinico. La mayoria del periodo de seguimiento oscilé entre 7 y 31

meses. El resultado se evalu6 mediante la curacion radiogréafica de la periodontitis apical, los

31



signos y sintomas clinicos, y el desarrollo de continuidad de raiz. En cuanto a los resultados,
21 de 28 casos (75%) sanaron por completo; 3 casos (10.7%) fallaron durante el periodo de
observacién y fueron necesarios tratamiento adicional; y otros 4 casos (14%) mostraron
incompleta curacion, que se reprogramaron para la proxima visita de seguimiento (Sarah
Bukhari, 2016).
3.7 Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular se define como el nimero de células sanas en una muestra, la
proliferacion de células es un indicador vital para comprender los mecanismos en accion de
ciertos genes, proteinas y vias involucradas en la supervivencia o muerte celular después de
la exposicién a agentes toxicos. En general, los métodos utilizados para determinar la
viabilidad también son comunes para la deteccion de la proliferacion celular. Los ensayos de
citotoxicidad y proliferacion celular se usan generalmente para la deteccion de farmacos, para
detectar si las moléculas de prueba tienen efectos sobre la proliferacion celular o muestran
efectos citotoxicos directos. Independientemente del tipo de célula basado en el ensayo
utilizado, es importante saber cuantas células viables quedan al final del experimento. (Aysun
Adan, 2016)

Hay una variedad de métodos de ensayo basados en diversas funciones celulares como: la
actividad enzimatica, la permeabilidad de la membrana celular, la adherencia celular, la
produccién de ATP, la produccion de coenzimas y la actividad de absorcion de nucle6tidos.
Estos métodos podrian clasificarse basicamente en diferentes categorias: (I) métodos de
exclusion de colorantes como el ensayo de exclusion de colorante azul de tripano, (I1)
métodos basados en la actividad metabolica, (l11) ensayo de ATP, (IV) ensayo de

sulforhodamina B, (V) proteasa ensayo de marcador de viabilidad, (VI) ensayo de
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supervivencia de células clonogeénicas, (VII) ensayos de proliferacion celular de sintesis de
ADN y (V) microespectroscopia raman. (Aysun Adan, 2016)

3.8 Ensayo de exclusion de colorante vital Azul Tripan
El azul tripan (azul diamina, azul niagara, azul vital) es un colorante derivado de la toluidina
que posee la capacidad de tefiir a tejidos y células muertas (Ehrlich, 1904). Su nombre se
deriva de su capacidad para matar a los tripanosomas, parasitos causales la enfermedad de
Chagas en América, enfermedad del suefio en Africa y Leishmaniasis). Este colorante es uno
de varios empleados para evaluar la viabilidad de células por exclusion de captacion, ya que

no puede penetrar y tefiir a las células vivas con membranas integras. (commons, 2008)

El azul tripan no es necesario para realizar conteos simples de células, pero si es
imprescindible para diferenciar entre las células muertas (con disrupcion membranal) de las
vivas con membranas integras. En este procedimiento, una suspension de células
mononucleares (CMN) es mezclada con una solucion al 0.4% de azul tripan antes de ser
observada bajo el microscopio haciendo uso de un hemo citometro de Neubauer. A pesar de
que el protocolo original estipulaba el uso de una mezcla isovolumétrica de azul tripan y
suspension celular (digamos, 10 pL de suspension celular y 10 pL de azul tripan), también
se puede hacer uso de otros tipos de diluciones (especialmente para suspensiones celulares
muy concentradas), siempre y cuando se considere el factor de dilucion correspondiente en
los calculos finales. (commons, 2008)

El hemo-citometro es un portaobjetos especializado en el cual una reticula es grabada con
laser. Su construccion permite conocer el volumen de cualquier liquido colocado sobre él y
por debajo de su cubreobjetos. La reticula se encuentra compuesta por nueve cuadros de 1

mm2 cada uno. (commons, 2008)
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3.9 Ensayo de proliferacion metabolica WST-1y viabilidad celular
Este ensayo consiste en determinar la actividad metabdlica mitocondrial y la proliferacion
celular, se utiliza este método durante 4 horas 37 ° C. Cada muestra se analiza utilizando un
lector de microplacas (Miguel Angel Martin-Piedra, 2014). WST-1 es una sal de tetrazolio
(4-[3-(4-1odofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5- tetrazolio]-1,3-disulfonato de benceno) la cual es
transformada en formazan mediante un complejo de sistema mitocondrial-succinato-
tetrazolio-reductasa y es activo sélo en el caso de células viables. La técnica de citotoxicidad
mediante el reactivo WST-1 (sales de tetrazolium / formazan) permite analizar de una forma
directa la viabilidad celular y de una manera indirecta, medir la proliferacién celular. Se trata
de un ensayo de cuantificacion espectrofotométrica que se basa en la degradacion de las sales
de tetrazolium WST-1 [2-(4-lodophenyl)-3- (4-nitrophenyl)-5- (2,4-disulfophenyl)-2H-
tetrazolium] a sales de formazan, mediante la accidn de las deshidrogenadas mitocondriales,

que se producen de forma natural cuando las células son viables.

3.1.1 Ensayo de viabilidad celular Live/Dead
Este ensayo proporciona informacion sobre el estado funcional de la célula mediante la
deteccion de la actividad de esterasa citoplasmatica. EI kit consta de dos colorantes
fluorescentes. Calcein AM pasa a través de la membrana celular, cuando se hidroliza por
esterasa citoplasmatica (células vivas), la calceina AM muestra fluorescencia en una longitud
de onda de emisién de 515 nm. EI homodimero de etidio muestra fluorescencia (longitud de
onda de emision de 617 nm) solo después de unirse al ADN. La fluorescencia roja aparece
solo en las células en las que la membrana celular esta alterada (células muertas). (Miguel

Angel Martin-Piedra, 2014)
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3.1.2 Citotoxicidad
La toxicidad se puede definir como todos los efectos perjudiciales que causan dafio a un
cuerpo. La toxicologia es la ciencia que estudia las relaciones entre la cantidad de un agente
quimico que entra a un organismo y el efecto bioldgico que este produce después de penetrar.
En estas se puedes observar diferentes caracteristicas tanto cualitativas como cuantitativas.

Todo esto se da cuando una sustancia entra en contacto con un cuerpo.

3.1.3 Cultivo Celular
Obtencion de células, tejidos y 6rganos de animales o plantas y su posterior colocacién en
un ambiente artificial que permite su supervivencia y/o proliferacion. Los requerimientos
béasicos para que las células crezcan dptimamente son: temperatura controlada, substrato para
la adhesiéon celular, y medio de cultivo apropiado e incubador que mantenga un pH y una
osmolalidad correctos. El paso mas importante y crucial en el cultivo celular es la seleccién
del medio de cultivo apropiado para el cultivo in vitro. EI medio de cultivo es un liquido o
un gel disefiado para favorecer el crecimiento de microorganismos, células o pequefias
plantas. Los medios de cultivo celular generalmente contienen una fuente apropiada de
energia y compuestos que regulan el ciclo celular. Un medio de cultivo tipico estd compuesto
de un complemento de aminoacidos, vitaminas, sales inorganicas, glucosa, y suero como
fuente de factores de crecimiento, hormonas y factores de adhesién. Ademas de nutrientes,
el medio también colabora en mantener el pH y la osmolalidad. Las células animales pueden

cultivarse utilizando un medio completamente natural o artificial/sintético (Arora, 2018)
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Metodologia
4.1 Tipo de estudio: Experimental Ex Vivo
4.2 Poblacion: Células madre mesenquimales de la papila apical

4.3 Criterios de inclusion y exclusion

Tabla 1 criterios de inclusién y exclusion

Criterios de Inclusion Criterios de Exclusion

Células del pase 4 que presenten Cultivos celulares que presenten porcentaje

alta viabilidad celular de viabilidad celular menor al 60%

4.4 Obtencion del cultivo celular

Las células fueron donadas por la linea de investigacion de ingenieria tisular y medicina
regenerativa de la facultad de odontologia de la Universidad Antonio Narifio las cuales ya
estdn caracterizadas y se encuentran congeladas. Las células se descongelaron y los
experimentos se realizaron con células del pase 4.

4.5. Técnica de Cultivo celular

Las células fueron descongeladas y pasadas en frascos de cultivo de 25 cm?, se adiciond
medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium DMEM (Lonza) suplementado con
10% de suero fetal bovino (Lonza) y 1% de antibidtico (Sigma) y 1% de glutamina (Sigma).
Las muestras fueron incubadas a 37°C a 5 atm de CO3 haciendo control microscépico diario
hasta observar proliferacion celular. Una vez detectada la proliferacion se realiz6 cambio de
medio de cultivo cada 2 dias. Los cultivos se observaron bajo microscopio invertido hasta
obtener una confluencia del 70% para realizar el siguiente pasaje. Las células que se

utilizaron para la experimentacion fueron las del pase 4.En cada pasaje se realizé un control
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de los cultivos celulares mediante microscopia Optica para verificar la confluencia de mas
del 70%.
Se tomd 10ul de medio de cultivo y se coloco en una camara de Neubauer para realizar el

conteo celular y cuantificar su proliferacion. (Imagen 1y 2)

Imagen 1: Placa de Neubauer. Imagen 2: objetivo 10x en placa de
Neubauer

4.6 Preparacion de las concentraciones de la Pasta Triantibiética y Endosequence
En un matraz se trituraron los antibi6ticos de una forma independiente; metronidazol,
ciprofloxacina y minociclina. Posteriormente, se mezclaron en proporcion 1:1:1 hasta
obtener una mezcla homogénea. (imagen 3,4,5)

Una vez homogenizados los antibidticos se procedié a preparar las diferentes
concentraciones a utilizar siguiendo el protocolo de (Chuensombat S, 2013). Se prepararon
concentraciones de 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250 mg/ml y 0,125mg/ml. Los antibidticos se

diluyeron en 1 ml de medio de cultivo mencionado anteriormente.

37



Ciprofloxacina Metronidazol

500 mg

Imagen 3: ciprofloxacina de 500 mg Imagen 4: Minociclina de 100 mg Imagen 5:Metronidazol de
500 mg

Asi que, se utilizé una concentracion pura de Endosequence (Brasseler USA) tal como lo
recomienda la casa comercial. Adicionalmente, se hicieron diluciones a Img/ml, 0,5 mg/ml,
0,250 mg/ml y 0,125mg/ml. El material biocerdmico fue diluido en 1 ml de medio de cultivo

mencionado anteriormente.

Imagen 7: Endosequence BC Sealer 2g 1P
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Todas las muestras fueron preparadas a temperatura ambiente y descontaminadas con técnica
de filtracion doble usando un filtro de papel de tamafio de poro de 2.00 um y un microfiltro
(Corning, Oneonta, NY) de un tamafio de poro de 0.2 pm.

4.7 Analisis Morfoldgico
Para analizar como afectan los materiales de estudio en la morfologia celular se utilizé un
microscopio invertido para hacer la descripcion detallada.

4.8 Ensayo de Viabilidad Azul Tripan
En una placa de 6 pozos se cultivaron 20.000 células por pozo durante 48 horas. Una vez
verificada su adherencia se procedié a poner en contacto directo con las diluciones de los
materiales propuestos en esta investigacion: Pasta de Hoshino 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250
mg/ml y 0,125mg/ml. Endosequence concentracion maxima y 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250
mg/mly 0,125mg/ml. Los cultivos fueron analizados al dia 1, 3, 5y 7. Vale la pena mencionar
que se utilizd un grupo control positivo el cual eran células sin ser sometidas a ninguno de
los medicamentos, solamente se les adicioné medio de cultivo DMEM suplementado con
suero fetal bovino, antibiotico y Glutamina.
Posteriormente, se realizo el ensayo de Azul Tripan tripsinizando las células de cada pozo,
se tomaron 10 pl de células y se pusieron en contacto con 10 pl de Azul Tripan (Panreac)
durante 5 minutos. En seguida se tomaron 10 ul de la mezcla y se pusieron en una cdmara de
Neubauer. Finalmente, se realiz6 en conteo celular bajo microscopio invertido. Se utilizo la
siguiente férmula para obtener el porcentaje de viabilidad celular:

% de viabilidad celular =NUmero de células vivas / Nimero total de células * 100
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4.9 Ensayo de Viabilidad WST-1
Para este ensayo se cultivaron 20.000 células por pozo en cajas de 12 pozos. Pasadas 48 horas
se verifico su adherencia mediante microscopia. Posteriormente, se colocaron en contacto
con las concentraciones de materiales evaluados en este estudio. Los tiempos para el analisis
fueron de 1, 3, 5y 7 dias. Se siguio el protocolo propuesto por la casa comercial en los dias
propuestos. Finalmente, se tomaron los sobrenadantes y se pasaron a cajas de 96 pozos para
realizar la lectura en un espectrofotometro a una longitud de onda comprendida entre 490 y
620 nm.
Se utilizé un grupo control positivo el cual eran células cultivadas que solamente tenian
medio de cultivo suplementado. No estaba expuestas a los materiales a estudiar. También se
usé un control negativo el cual consistio en adicionar Triton x-100 (Sigma) el cual tiene la
capacidad de matar a las células. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.1.1 Ensayo de viabilidad celular LIVE-DEAD:
En unos dispositivos especiales para cultivo celular Chamber (Corning), se cultivaron 20
células en cada pozo. A las 48 horas se verific6 mediante microscopia su adherencia.
Adicionalmente, se las células se pusieron en contacto con las diferentes concentraciones de
los materiales a estudiar. Los tiempos utilizados para su evaluacion fueron de 1, 3,5y 7 dias.
Se siguio el protocolo propuesto por la casa comercial ( Molecular Probes™ ). Finalmente,
las células fueron observadas bajo microscopio de fluorescencia para detectar las células
vivas en color verde y las células rojas indicaba que estas estaban muertas. Se tomaron 5
fotografias por cada condicion, se contaron las células vivas y muertas.
Disefio de concentracion sobre pocillos, se agregan células en los pocillos y se dejan en

incubadora
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Imagen 8 e Imagen 9: Disefio de concentracién sobre pocillos, se agregan células en los pocillos y se dejan en

incubadora.

Imagen 10 e Imagen 11: Adicién del medio + antibiotico y endosequence

4.1.2. UperaciulidiiZasiull UE 1dS> vdl 1duies

Tabla 2 operacionalizacion de las variables

para ser toxicas frente a

otras que estan alteradas o

expuestas a sustancias

VARIABLE | DEFINICION TIPO DE | ESCALA DE MEDICION
OPERACIONA VARIABLE
Citotoxicidad cualidad de algunas células | Cuantitativa Longitud de onda expresada en

nanémetros mediante

espectrofotdmetro
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Tiempo Dial Cuantitativa En horas
Dia 3
Dia5
Dia 7
Ensayos de [ WST-1: Permite medir la Cuantitativa | WST-1: Espectro fotometro de
viabilidad proliferacion celular y la una longitud de onda
celular viabilidad celular con un comprendida entre 490 y 620

ensayo colorimétrico,
basado en la escision de
sales de tetrazolio por la
deshidrogenasa
mitocondrial en células
viables.
Azul Tripan: Es un
colorante derivado de la
toluidina que posee la
capacidad de tefiir a tejidos
y células muertas.
Live/Dead: Este ensayo
proporciona  informacién
sobre el estado funcional de

la célula mediante Ila

nandmetros, todas las lecturas

se realizaron por triplicado.

Azul Tripan: Meétodo de
tincion por exclusion se realiza
el conteo por medio de una

camara de Neubauer.

Live/Dead: Longitud de onda
de emision de 515 nm. El
homodimero de etidio muestra

fluorescencia (longitud de onda
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deteccion de la actividad de

esterasa citoplasmatica.

de emision de 617 nm) solo
después de unirse al ADN. La
fluorescencia roja aparece solo
en las células en las que la
membrana celular esta alterada

(células muertas).

Medicamentos

Triple pasta antibidtica
(TAP). Es un agente
antimicrobiano  efectivo

que crea condiciones

adecuadas para la
revascularizacion del
tejido, usando los

siguientes antibidticos,
ciprofloxacina,
metronidazol y

minociclina.

Endosequence: es un

material biocerdmico, esta

Cuantitativo

Por medio de los ensayos de

viabilidad celular.
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compuesto por oOxido de
aluminio y oOxido de
circonio, vidrio bioactivo,
recubrimientos y
materiales compuestos,
hidroxiapatita y fosfatos

reabsorbibles.

Morfologia Es el estudio de las Cualitativo Microscopio optico
celular estructuras internas de las
células que nos permite,
delimitar, definir y

clasificar.

5. Resultados
5.1 Morfologia Celular
Los resultados encontrados en este estudio demostraron que la pasta Triantibidtica de
Hoshino en el dia 1, 3, 5y 7 no alterd la morfologia de las células cuando fue sometida a las
concentraciones de estudio. En las concentraciones de 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml y 0,125 mg/ml

se observo proliferacion celular y la tipica morfologia fibroblastoide.
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HOSHINO 1 DIA
ctrl positivo

0.5mg 0.25mg 0.125mg

Imagen 12:células madre sometidas a diferentes concentraciones de la pasta triantibiotica de Hoshino, vistas en
objetivol0x y 20x, observando que hay mayor proliferacion de células en la concentracion 0.125mg/ml y menor
proliferacion en la concentracion de 1 mg/ml en su primer dia de exposicién, con morfologia elongada tipica de

fibroblasto

HOSHINO 3 DIAS
i 0.125mg CTRL +

0.5mg 0.25mg

Imagen 13: células madre sometidas a diferentes concentraciones de la pasta triantibiotica de Hoshino, vistas en
objetivo 10x y 20x, observando proliferacién de células en todas sus concentraciones en su tercer dia e exposicion

20x
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Hoshino 5 Dias
1 mg 0,5 mg 0,25 mg 0,125 mg CTRL +

Imagen 14: células madre sometidas a diferentes concentraciones de la pasta triantibiotica de Hoshino, vistas en
objetivo 10x y 20x, observando mayor proliferacion de células en la concentracién 0.125mg/ en su quinto dia de
exposicion.

10x

20x

HOSHINO 7 DIA

0.5mg 0.25mg 0.125mg ctrl +

Imagen 15: células madre sometidas a diferentes concentraciones de la pasta triantibiotica de Hoshino, vistas en
objetivo 10x y 20x, observando mayor proliferaciéon celular en la concentracion 0.125mg/ml y que mantienen
su tipica morfologia fibroblastoide en su séptimo dia de exposicién.

20x

Comparando al otro material, Endosequence, mostré alteracion morfologica a la
concentracion recomendada por la casa comercial (maxima concentracion) en los dias 1, 3 5
y 7. Se observan células redondeadas, sin conexiones entre si, incluso pierden adherencia a

la superficie de cultivo. Por otro lado, las concentraciones de 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml
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y 0,125 mg/ml no presentaron alteracion morfoldgica, se observa proliferacion celular y

conexiones entre células.

ENDOSEQUENCE 1 DIA

lmg max. conc

10x

20x

Imagen 16: células madre sometidas a diferentes concentraciones de endosequence vistas en objetivo 10x y 20x,
observando que hay mayor proliferacion de células en la concentracion 0.125mg/ml y menor proliferacion en la
concentracion de 1 mg/ml en su primer dia de exposicion.

ENDOSEQUENCE 3 DIAS

Img maxima conc.

0.5mg

10x

20x

Imagen 17: células madre sometidas a diferentes concentraciones de endosequence vistas en objetivd 10x y 20X,
observando que hay mayor proliferacion de células en la concentracion 0.5 mg/ml, 0.25mg/ml y 0.125mg/ml y menor
proliferacién celular en la concentracion de 1 mg/ml y en su méxima concentracion un cambio de morfologia de forma
redondeada en su tercer dia de exposicion
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Endosequence 5 Dias

1mg 0,5 mg 0,25 mg 0,125 mg Maxima concentracion

10x

20x

Imagen 18: células madre sometidas a diferentes concentraciones de endosequence vistas en objetivo
10x y 20x, observando proliferacion de células en la concentracion 1 mg/ml, y en su maxima
concentracion un cambio de morfologia en su quinto dia de exposicion

ENDOSEQUENCE 7 DIAS

0.5mg 0.25mg 0.125mg Max conc.

2OX v\\ ‘ | .

Imagen 19: células madre sometidas a diferentes concentraciones de endosequence vistas en objetivd
10x y 20x, observando que hay mayor proliferacion de células en todas sus concentraciones y en su
maxima concentracion persiste el cambio de morfologia en forma redondeada en su séptimo dia de
exposicion

5.2 Ensayo de viabilidad celular Azul Tripan
Los resultados de este estudio mostraron que la pasta de Hoshino a concentraciones de 1
mg/ml, 0,5 mg/mly 0,250 mg/ml tienen un comportamiento diferente en la viabilidad celular

en los dias 1, 3, 5y 7 mostrando porcentajes de viabilidad celular de menos del 90% con una
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tendencia a la disminucién de viabilidad al paso de los dias. Por otro lado, la concentracién
de 0, 125 muestra un porcentaje de viabilidad celular del 93% en el primer dia de cultivo y

una tendencia de comportamiento similar en el dia 7.

Azul Tripan: Pasta Triantibiotica

0,5mg 0,25mg 0,125mg

100
90
8

(o2 I
o O O

5

o
o O

3
2
1

o O O

H1dia m3dias m5dias 7 dias

Grafico 1: Viabilidad celular con azul tripan de Pasta triantibiotica.

Por otro lado, Endosequence a su maxima concentracion presento alteracion de la viabilidad
celular en todos los dias 1, 3, 5y 7 presentando porcentajes de viabilidad menores al 67%.
Las concentraciones de 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250 mg/ml y 0,125 mg/ml tuvieron
comportamiento similar en los diferentes dias, presentando porcentajes de viabilidad celular

mayores al 80%.
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Azul Tripan: Endosequence

80
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40
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0,5mg 0,25mg 0,125mg
Concentraciones

%
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H1ldia m3dias m5dias m7dias

Gréafico 2: Viabilidad celular con azul tripan de Endosequence

Imagen 20: imagen en objetivd 20x, observando muerte celular, las que se encuentran tefiidas con azul

5.3 Ensayo de viabilidad celular WST-1

En cuanto a los resultados encontrados de WST-1 se observo que la concentracion de 1
mg de la pasta de Hoshino en los dias 1, 3, 5y 7 presenta un porcentaje de viabilidad
celular de menos del 50%. Sin embargo, la concentracion de 0,5 mg/ml en los dias 1y 3
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tuvieron un porcentaje bajo de viabilidad celular menor al 56%. En cambio, se observo
un aumento de viabilidad celular en los dias 5y 7 con un 89 y 88% respectivamente. En
cuanto a la concentracion de 0,250 mg/ml se pudo observar una disminucion de viabilidad
celular en los dias 1 y 3 presentando un porcentaje de viabilidad celular de menos del
64%. En los dias 5y 7 se vio la tendencia de incrementar el perfil de viabilidad a valores
del 94% y 91%. Finalmente, la concentracién de 0,125 mg/ml presento en el dia 1 un 27%

de viabilidad celular mientras que en los dias 3, 5y 7 hubo un aumento de 86%, 97% y

91%.
WST-1 PASTA TRIANTIBIOTICA
100,000
80,000
60,000
40,000
20,000 I
0,000 I I
1mg 0,50 mg 0,250 0,125 Control Control -
mg mg +

mDial Dia3 Dia5 Dia7

Grafico 3: Viabilidad celular WST-1 de pasta triantibiotica.

Por otro lado, los resultados arrojados en este estudio en cuanto a la viabilidad celular el
material Endosequence a su méxima concentracion presento un porcentaje de viabilidad
celular menor al 10% en los dias 1, 3, 5y 7. Sin embargo, las concentraciones de 1 mg/ml,
0,5 mg/ml y 0,125 mg/ml mostraron porcentaje de viabilidad celular menores al 59% en los

dias1,3,5y7.
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WST-1 ENDOSEQUENCE

100,000
90,000
80,000
70,000
60,000
50,000
40,000
30,000
20,000
10,000

0,000 'II

%

1mg 0,50 0,250 0,125 MAX Control Control
mg mg mg + B
Concentraciones

EDial mDia3 mDia5 Dia7

Grafico 4: Viabilidad celular WST-1 de Endosequence

Imagen 21 Imagen 22

Se realiza disefio de concentraciones sobre pocillos, se agregan células en los pocillos, Se deja en incubadora, se
agrega el medio y luego se adiciona pasta triantibiotica y endosequence a diferentes concentraciones.
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Imagen 23 Imagen 24

Imagen 25

Imagen 22,23,23,24,25: Proceso realizado para el ensayo WST-1 determinando la capacidad proliferativa y
funcionalidad mitocondrial de las células madre de la papila apical

5.4 Ensayo de viabilidad celular LIVE-DEAD
El ensayo de viabilidad celular en esta investigacion arrojé que la pasta de Hoshino tuvo
un comportamiento similar en cuanto a viabilidad celular en los diferentes dias de evaluacion.

Se observd porcentajes de viabilidad celular mayores al 68% en las concentraciones de 1
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mg/ml, 0,5 mg/ml y 0,250 mg/ml. La concentracion de 0,125 mg/ml presentd un porcentaje

de viabilidad comprendido entre un 75% y un 87% en los diferentes dias analizados.

live

Dead- - - -

0,5mg 0,25mg Control +

Imagen 26: Hoshino 1dia.: microfotografias con microscopio 6ptico invertido de células madre de la papila apical, en
verde observamos las células vivas y en rojo marcados los nicleos de las células muertas y con membranas alteradas.

1mg 0,5mg 0,25mg Control +

live

Dead

Imagen 27: Hoshino 3 dias, microfotografia con microscopio dptico invertido de células madre de la papila apical,
observando viabilidad celular y menor cantidad de células muertas.

0,5mg 0,25mg Control +

live

Imagen 28: Hoshino 5 dias, microfotografia con microscopio dptico invertido de células madre de la papila apical,
observando gran cantidad de células vivas en todas sus concentraciones, asi como gran cantidad de células muertas.
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live

- - -

0,5mg 0,25mg Control +

Imagen 29: Hoshino 7 dias, microfotografia con microscopio optico invertido de células madre de la papila apical,
observando gran cantidad de células madre vivas en sus diferentes concentraciones y menor cantidad de células muertas.

Asi que, la concentracién maxima de Endosequence mostré un porcentaje bajo de viabilidad
celular de menos del 43% en los diferentes dias evaluados. Las concentraciones de 1mg/, 0,5
mg/ml, 0,25mg/ml y 0,125 mg/ml presentaron porcentaje bajo de viabilidad celular entre un
47% y 62%.

En este ensayo se pudo observar alteracion de la morfologia cuando las células fueron puestas
en contacto con la concentracion maxima de Endosequence. Se observaron células
redondeadas, tefiidas de color verde sin evidencia de interaccion celular. Ademas, se observé

un gran porcentaje de células muertas tefiidas de color rojo.

0,5mg 0,25mg Maxima concentracion

Imagen 30: Endosequence 1 dia, microfotografia con microscopio 6ptico invertido de células madre de la papila apical,
en verde observamos las células vivas y en rojo marcados los nlcleos de las células muertas y con membranas
alteradas, observando gran cantidad de muerte celular.

55



live

Dead

1mg 0,5mg 0,25mg Maxima
concentracion

Imagen 31: Endosequence 3 dias. microfotografia con microscopio dptico invertido de células madre de la papila
apical, observando mayor cantidad de células vivas en comparacién al primer dia, y menor cantidad de muerte
celular en la concentracion de 1mg/ml.

0,5mg 0,25mg Maxima
concentracion

live

Imagen 32: Endosequence 5 dias, microfotografia con microscopio dptico invertido de células madre de la papila
apical, observando mayor cantidad de células vivas en comparacion a los anteriores dias, pero aun persiste la
muerte de gran cantidad de células.

live

1mg 0,5mg 0,25mg Maxima
concentracion

Imagen 33: Endosequence 7 dias. microfotografia con microscopio 6ptico invertido de células madre de la papila
apical, observando cambio de morfologia en forma redondeada sin interaccion celular en su maxima
concentracion igual que los anteriores dias .
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6. Discusion

Actualmente se han venido incrementando el nimero de publicaciones en el &mbito de la
endodoncia regenerativa. Publicaciones relacionadas con reportes de casos clinicos, pruebas
in vivo han tratado de evaluar los diferentes medicamentos y materiales utilizados en este
procedimiento regenerativo (Kottoor J, 2013) (Nikita B. Ruparel, 2012) (Stambolsky C,
2016). Sin embargo, no hay un protocolo general establecido que indique el uso de
antibioticos y materiales para llevar a cabo este tipo de procedimientos.

Muchos de los trabajos reportados se han focalizado en testear los efectos citotdxicos de
las diferentes combinaciones de antibioticos para contrarrestar la infeccion de un diente
necrético que cumpla con las caracteristicas para un tratamiento regenerativo
(Phumpatrakom P, 2014) (Chuensombat S K. S., 2013) (Labban N, 2014) . Adicional a esto,
la nueva generacion de biomateriales ceramicos también esta siendo considerada para lograr
estos objetivos regenerativos. (Jitaru S, 2016) (Oncel Torun Z, 2015) (Dom Y, 2017)

Distintas metodologias ex vivo se han propuesto para evaluar los efectos citotoxicos de
los antibioticos y materiales utilizados en proceso endoddnticos regenerativos. Hasta la fecha
no hay un reporte donde utilicen diferentes pruebas metabdlicas La mayoria de los estudios
se basan en el uso de un solo ensayo metabdlico y un modelo celular de fibroblastos orales
para determinar ese efecto citotoxico (Labban N, 2014) (Willershausen I, 2011) (Alanezi AZ,
2010)

En este estudio, proponemos evaluar la citotoxicidad celular usando una bateria de pruebas
metabolicas mas completa que otros estudios, analizando no solo la actividad mitocondrial
con la prueba WST-1, sino la integridad de membrana y la morfologia celular mediante la

prueba de Azul Tripany Live Dead. Adicional a esto, proponemos células madre de la papila
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apical como modelo celular debido a que este tipo de células estan directamente relacionadas
con la formacion del complejo pulpo dentinal cuando un diente esta en desarrollo. (Miguel
Angel Martin Piedra, 2012) (Sonoyama W, 2008)

Este estudio mostro que las diferentes concentraciones de la mezcla triantibiotica de Hoshino
utilizadas no alteraron la morfologia celular ni la adherencia celular. Estos hallazgos estan
en desacuerdo con lo reportado por Panupat Phumpatrakom (Panupat Phumpatrakom, 2014)
quien reportd en un modelo de células madre de la pulpa dental alteracion morfoldgica a una
concentracion de 0,39 mg/ml. Sin embargo, los resultados de este estudio concuerdan con lo
reportado por Sorapong Chuensombat (Sorapong Chuensombat, 2013) quién usando células
madre de la pulpa dental y células madre de la papila apical usando concentraciones de 25.00,
6.25, 1.56, 0.39, 0.097, y 0.024 pg/ml no encontré cambios en la morfologia celular.

Por otro lado, la concentracion maxima del material bioceramico Endosequence altera de una
forma réapida la morfologia celular, observando una forma redondeada con clara evidencia de
pérdida de conexion celular y falta de adherencia a la superficie de cultivo. Esto puede
deberse a que algunos componentes del Endosequence interactian negativamente sobre la
membrana celular o sobre la actividad metabolica de la célula lo cual hace que haya una
modificacion morfoldgica. No se puede determinar en este apartado que haya una muerte
celular o un estado apoptotico, para ello es necesario corroborar con otros ensayos.

Estos resultados estan en desacuerdo con lo reportado por Inés Willershausen
(Willershausen, 2014)) quien usando un modelo de células de fibroblastos de ligamento
periodontal y 4 materiales utilizados en endodoncia regenerativa incluido en endosequence
no analiza en su publicacion la morfologia celular. De igual forma, AlAnezi usando un
modelo de fibroblastos de ratén L929, y usando la concentracion pura segun las instrucciones

de la casa comercial no hace un andlisis de la morfologia celular. (Amer Z. AlAnezi, 2010)
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En este estudio se utilizd el ensayo metabolico WST-1 por ser una version mejorada del
ensayo convencional MTT que utiliza la mayoria de los investigadores. Este ensayo brinda
mejor predictibilidad por ser méas sensible y se realiza en menos tiempo. (Miguel Angel
Martin Piedra, 2012)

Se pudo observar que la pasta triantibiotica de Hoshino a una concentracion de 1 mg/ml y
0,5 mg/ mililitro en los dias 1 y 3 es mas citotoxica presentando porcentajes de viabilidad
celular bajos. Mientras que las concentraciones de 0,250 mg/mly 0,125 mg/ml incrementaron
el porcentaje de viabilidad celular. Esto podria explicarse que a las células en los dias
iniciales le afecta el medicamento levemente, pero a medida que pasa el tiempo regula su
actividad metabolica promoviendo una estabilidad celular. También se relaciona el dato que
una concentracion menor favorece la viabilidad celular.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Sorapong Chuensombat (Chuensombat S1,
2013) quien analizando con ensayo MTT en 1, 3, 5y 7 dias y usando concentraciones de
25.00, 6.25, 1.56, 0.39, 0.097, and 0.024 ug/ml encontrd un porcentaje de viabilidad celular
de mas del 90% cuando utilizd concentraciones bajas.

Por otro lado, Yadlapati usando el ensayo metabdlico XTT reportd que la pasta triantibiotica
de Hoshino fue verdaderamente toxica cuando fue puesta en contacto con células del
ligamento periodontal. Observ6 una viabilidad celular de menos del 30%. Vale la pena
mencionar que utilizé concentracion de 1g/ml de medicamento en proporcion 1:1:1 y se
evalub a 24, 48 'y 72 horas. (Yadlapati M1, 2013)

Resultados similares a nuestro estudio fue reportado por Panupat Phumpatrakom reportd
utilizando el ensayo metabdlico MTT que concentraciones bajas de pasta triantibidtica de
Hoshino (0,39ug/ml) son favorables para preservar la viabilidad celular. (Panupat

Phumpatrakom, 2014)
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Amer Z. AlAnezi, encontrd que el material biocerdmico Endosequence resultd tener buenas
propiedades de viabilidad celular en mas de un 90% cuando se realizaron diluciones del
material en 300pl, 600 ply 1000 ul en un periodo de evaluacion en 24, 48 y 72 horas. Estos
resultados fueron obtenidos mediante el ensayo metabolico de MTT. (Amer Z. AlAnezi,
2010).

Estos resultados estan en concordancia con nuestros hallazgos donde ampliando el rango de
evaluacion en dias 1, 3, 5y 7 dias usando el ensayo WST-1 se encontrd que el material
Endosequence a su méaxima concentracion tal como lo propone la casa comercial es
extremadamente toxico para las células disminuyendo su viabilidad celular en menos de un
30%, Sin embargo, cuando se hacen las diluciones reportadas en este trabajo la viabilidad
celular incrementa a mas de un 70%. Estos hallazgos sugieren que la célula se ve afectada
metabolicamente por este material alterando la actividad mitocondrial.

De igual manera, los resultados reportados en este estudio son similares a lo reportado por
Inés Willershausen quien encontrd alta tasa de toxicidad celular cuando el material
Endosequence en presentacion pura fue expuesto a las células del ligamento periodontal en
periodos de 24, 48, 72 y 96 horas. (Willershausen 11, 2011)

Los hallazgos encontrados en esta investigacion utilizando el ensayo de viabilidad celular
LIVE-DEAD demostraron que la pasta Triantibidtica de Hoshino a las concentraciones bajas
propuestas en este trabajo presentaron una buena adecuada viabilidad celular siendo la méas
relevante la concentracion de 0,125 mg/ml con un porcentaje del 87 % de viabilidad celular.
Hasta la fecha no existe ninguna publicacion donde utilicen esta técnica para evaluar la
citotoxicidad de la pasta triantibiotica.

En contraste con estos resultados, cuando se evalué el material Endosequence en estado puro

propuesto por la casa comercial usando el ensayo de LIVE-DEAD se pudo comprobar que la
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viabilidad celular disminuye drasticamente alcanzando niveles menores al 43%. Sin
embargo, las concentraciones propuestas para este material, 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250
mg/ml y 0,125 mg/ml también presentaron una tasa de viabilidad celular baja por medio de
esta técnica mostrando porcentajes hasta de un 67%. Esta disminuciéon de la viabilidad celular
se puede explicar debido a que el material Endosequence presenta algin componente que
altera la membrana celular. Sin embargo, es necesario realizar estudios méas profundos que
puedan identificar el mecanismo de accidn de este material.

Otro hallazgo importante que brinda esta técnica LIVE-DEAD debido a la fluorescencia que
puede ser detectada con un microscopio de fluorescencia es la alteracion en la morfologia
celular. Se observa que las células pierden la morfologia tipica fibroblastoide de una célula
madre mesenquimal de la papila apical y se pierden la interaccién celular incluso se podria
sugerir que las células pierden su capacidad de adherencia. Sin embargo, estudios mas
especificos deben ser realizados para identificar si las células se encuentran en estado de
apoptosis.

Similares resultados fueron encontrados por Inés Willershausen (Willershausen 11, 2011)
quien utilizando células del ligamento periodontal observo cambios morfologicos y
disminucion de la viabilidad celular por medio del ensayo LIVE-DEAD. El ensayo de Azul
Tripan es uno de los mas comunes para evaluar el porcentaje de viabilidad celular sin
embargo por si solo no logra dar resultados significativos. En un estudio realizado por Nikita
Ruparel utilizaron células madre de la papila apical para evaluar los efectos citotdxicos de la
pasta Triantibidtica de Hoshino a una concentracion de 100 mg/ml hasta 0,01mg/ml en un
solo periodo de tiempo de 3 dias. Utilizaron el ensayo de Azul Tripan y encontraron que las
concentraciones de 1mg/ml, 10 mg/ml y 100 mg/ml resultan ser téxicas para la célula

disminuyendo su viabilidad celular hasta en un 58%. (Ruparel NB 1, 2012)
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Resultados similares encontramos en este estudio donde se propusieron diferentes
concentraciones partiendo de 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250 mg/ml y 0,125 mg/ml. Se observo
que la concentracion de 1 mg/ml y 0,5 mg/ml disminuyen la viabilidad celular en una poca
proporcion. Por otro lado, la baja concentracion de 0,125 mg/ml mantuvo constante la
viabilidad celular hasta un 93% en los diferentes periodos de tiempo evaluados.

En cuanto a la evaluacion de Endosequence por medio de este ensayo se observo que la
concentracion maxima del material disminuye la viabilidad celular sibitamente (menos de
un 67%). De igual manera las concentraciones de 1 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250 mg/mly 0,125
mg/ml presentaron disminucion de la viabilidad celular mayor a un 80%. Estos valores altos
de viabilidad celular pueden ser explicados por el hecho que este tipo de ensayo no es un
método preciso para evaluar la viabilidad celular. En este sentido, se recomienda realizar una
bateria de diferentes ensayos para mejorar la prediccion de los resultados.

En la literatura cientifica actual no se encontraron referencias donde evallen la viabilidad
celular con este tipo de material.

Los resultados encontrados en esta investigacion resultan de vital importancia para el
odontélogo que esta involucrado en realizar procedimientos endoddnticos regenerativos. El
hecho de utilizar diferentes pruebas para analizar la viabilidad y como inciden los antibidticos
de uso tradicional y los materiales bioceramicos mas modernos, permite abordar el analisis
desde diferentes Opticas ese comportamiento celular: En primer lugar, se hacen analisis de la
integridad de la membrana y en segundo lugar se evallGan los procesos metab6licos a nivel
mitocondrial. La mayoria de los estudios reportados en la literatura se limitan a utilizar un

solo ensayo.
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Estos hallazgos sugieren que la pasta triantibidtica de Hoshino a las bajas concentraciones
propuestas en este estudio pueden ser utilizadas en procedimientos endodonticos
regenerativos sin alterar drasticamente la viabilidad celular.

Por otro lado, no se debe usar en concentracion pura el material bioceramico Endosequence
debido a que altera estructural y metabdlicamente a las células madre de la papila apical.
Células importantes en la formacion del complejo pulpo dentinal.

Sin embargo, segun estos resultados es recomendable realizar diferentes concentraciones
diluyendo la presentacion pura del material.

Por otro lado, dentro las limitaciones de esta investigacion no se realizaron estudios, que
comprueben la efectividad de estas concentraciones en la formacion de procesos
regenerativos, es decir, identificar proteinas tipicas involucradas en proceso regenerativos.
Ademas, no se realizo un andlisis si las concentraciones de la Pasta Triantibiotica de Hoshino
y Endosequence ejercen adecuada actividad antibacterial.

Finalmente, el odontdlogo debe estar actualizado en el desarrollo de las técnicas
regenerativas basandose en la evidencia cientifica reportada den revistas de alto impacto.

7. Conclusiones

La Pasta Triantibiotica de Hoshino a concentraciones de 1mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,250 mg/mi
y 0,125 mg/ml no afecta la viabilidad de las células madre de la papila apical. Por tanto,
podria ser utilizada en protocolos de endodoncia regenerativa.

La presentacion comercial pura del material bioceramico Endosequence altera la estructura
y metabolismo a nivel mitocondrial de las células de la papila apical. Por tanto, su viabilidad
celular se ve seriamente afectada por tal motivo no se recomienda usarla en protocolos de

endodoncia regenerativa.
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El material bioceramico Endosequence, aunque a concentracion baja de 0,125 mg/ml
presenta considerable disminucién de la viabilidad celular podria ser utilizado en protocolos
de endodoncia regenerativa con precaucion haciendo un control clinico y radiografico mas
exhaustivo del paciente.

El uso de varias técnicas simultaneas para evaluar la viabilidad celular permite analizar
estructuras y metabolismo celular al mismo tiempo, que cuando se usa una sola técnica. De
esta forma se obtienen detalles mas exactos lo cual podria facilitar la toma de decisiones para
elegir el material de eleccion para un procedimiento clinico endoddntico regenerativo.

El modelo de células madre de la apical permite obtener resultados mas fiables debido a la
relacién directa que tienen en los procesos de formacion del complejo pulpo dentinal.

8. Recomendaciones

Realizar estudios para verificar el potencial antibacteriano de las diferentes concentraciones
propuestas en este estudio tanto de la pasta triantibiética de Hoshino y Endosequence.
Realizar estudios sobre si las concentraciones propuestas en este estudio de la pasta
triantibidtica de Hoshino y Endosequence intervienen en las propiedades regenerativas de las
células de papila apical.

Realizar pruebas de ADN y expresion génica cuando las células sean expuestas a estos
materiales.

Realizar estudios con otros materiales que estan surgiendo como el Biodentine.
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