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1. RESUMEN

Introduccion. La presente investigacion surge de la importancia que implica la
irrigacion en relacion a la regeneracion del complejo dentino-pulpar. En la
actualidad, una gran cantidad de articulos han enfocado sus objetivos en el
efecto antibacteriano de soluciones irrigantes, sin embargo, son pocas las
investigaciones que evaltan el efecto de dichas soluciones sobre las células
madre presentes en la pulpa dental. Objetivo. Evaluar el efecto citotéxico de
hipoclorito de sodio y EDTA sobre células madre de pulpa dental in vitro.
Materiales y métodos. Se utilizaron Células madre de pulpa dental cortesia de
la Unidad de Odontologia Integral y Especialidades del Centro de Investigacion
y Desarrollo en Ciencias de la Salud. Para la evaluacion de la citotoxicidad, se
utilizé la solucién de EDTA a concentraciones de 1.7%, 1%, 0.5% y 0.1% vy
NaOCI al 0.25%, 0.15%, 0.1% y 0.5% por triplicado. Ambas moléculas (EDTA y
NaOCl) se incubaron con las células a 37° C, 5% de CO? en una atmosfera a
95% de humedad durante 3 y 24 horas. Los controles negativos fueron
incubados con PBS. Resultados. En los resultados se observé una alta
toxicidad del NaOCI frente a las DPSCs a 3 y 24 horas de exposicion. Asi
mismo se observé que la combinacion del NaOCI y el EDTA no disminuyé el
efecto citotoxico sobre las células, a excepcién de la combinacién de EDTA .1%
+ NaOCI .05% la cual present6 un ligero aumento en la viabilidad celular. Por
otra parte, todas las concentraciones evaluadas de la solucién de EDTA fueron
menos toxicas cuando se incubaron durante 3 y 24 horas frente a las células.
Conclusiones. De acuerdo a los resultados observados en el presente estudio
podemos concluir lo siguiente: el NaOCI presenté alta citotoxicidad en todas sus
concentraciones a las 3 y 24 horas de exposicion, el EDTA presenté una mayor
viabilidad a las 3 y 24 horas cuando se utilizé al 0.5% y 0.10%, la combinacién
del EDTA y NaOCI resulté menos citotdéxica cuando se utilizd al 0.1% y 0.5%

respectivamente a las 3 horas de exposicion.
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2. NOMENCLATURA

BMSCs: Células madre mesenquimales de la médula 6sea

CHX: Clorhexidina

DMEM: Dulbelcco’s Modified Eagle Medium

DPSCs: Células madre de pulpa dental

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

EMPs: Proteinas de la matriz extracelular

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico

FMCA: Ensayo de citotoxicidad por fluorometria

Hrs: Horas

IADR: International Association for Dental Research

In: Indiana

Inc: Incorporation

Mg/ml: Miligramo por mililitro

Min: Minutos
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MI: Mililitro

Mm: Milimetro

MSC: Células madre mesenquimales

MTA: Mineral Trioxido Agregado

NaOCI: Hipoclorito de sodio

OK: Oklahoma

PBRG: Grupo de Biologia Pulpar y Regeneracion

PBS: Solucion salina amortiguada por fosfatos

PDGF: factor de crecimiento derivado de plaquetas

REPs: Procedimientos regenerativos en endodoncia

S1P: Esfingosin-1- fosfato

SCAPs: Células madre de la papila apical

SFB: Suero Fetal Bovino

TAP: Pasta triple antibi6tica

TGF-B1: Factor de crecimiento transformante 31

VEGF: Factor de crecimiento vascular endotelial
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3. INTRODUCCION

La presente investigacion surge de la importancia que implica la irrigacion en
relacion a la regeneracion del complejo dentino-pulpar. En la actualidad, una
gran cantidad de articulos han enfocado sus objetivos en el efecto
antibacteriano de soluciones irrigantes, sin embargo, son pocas las
investigaciones que evaluan el efecto de dichas soluciones sobre las células

madre presentes en la pulpa dental.

Segun la literatura, células madre se encuentran ampliamente implicadas en los
procedimientos regenerativos en endodoncia, a éstas se les atribuye su
participacion debido a su capacidad de supervivencia durante procesos
infecciosos, asi como de regenerar tejidos mediante su capacidad de
proliferaciéon y diferenciacion. Existen reportes publicados en los que ya, en la
década de los sesentas eran orientados hacia la regeneracion del complejo
dentino pulpar en estudio animal, pero fue en el afio 2001 en el que por primera
vez se reportd un caso clinico en humano relacionado a la regeneracion del
complejo dentino-pulpar. A partir de éste entonces surgen nuevas

investigaciones, entre ellas, las relacionadas a la biologia celular.

Debido a los favorables resultados que puede presentar un procedimiento
regenerativo en endodoncia, éste, desde su inicio, surge como alternativa a los
procedimientos que comunmente eran utilizados para tratar dientes inmaduros
con diagndstico de necrosis pulpar, a los cuales se incluyen la “Apexificaciéon”
mediante el uso de Hidroxido de calcio y la colocacion de una “Barrera Apical”.
Aunque resultan funcionales y reparan lesiones periapicales, estos dos ultimos
tratamientos no tienen la capacidad de inducir el continuo desarrollo radicular
después de una necrosis pulpar, que a diferencia de los procedimientos

regenerativos, si lo hacen.
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Distintos protocolos clinicos han sido utilizados y propuestos para realizar
procedimientos regenerativos, en los cuales se incluyen una variedad de
soluciones irrigantes, pastas antibioticas, incluso el hidréxido de calcio, asi
como distintos cementos selladores que promuevan a un mejor resultado. Una
amplia discusidon surgié con respecto a los materiales y métodos a utilizar en
este tratamiento. Sin embargo, poco a poco se han ido descartando propuestas

e incluyendo nuevas conforme a hallazgos clinicos y de laboratorio.

Con respecto a las investigaciones relacionadas a la irrigacion en los
procedimientos de regeneracion, éstos siguen en pie. Aunque ya se ha logrado
un gran avance, hoy en dia se siguen investigando sus concentraciones, tiempo

de exposicidon en los tejidos y sus combinaciones con otras soluciones.

Esta investigacibn se enfoca a dos soluciones irrigantes propuestas
actualmente para realizar procedimientos de regeneraciéon y el analisis de su
efecto sobre las células madre de la pulpa dental. De ésta manera se busca
contribuir cientificamente a los avances ya realizados de regeneracion,

proponiendo con los resultados un protocolo de irrigacién util en el tratamiento.
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4. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar el efecto citotoxico de hipoclorito de sodio y EDTA sobre células madre
de pulpa dental in vitro

Objetivos especificos:

- Determinar el porcentaje de viabilidad y citotoxicidad de células madre de
pulpa dental tratadas con Hipoclorito de sodio y EDTA mediante la prueba
FMCA.

- Analizar cambios morfologicos en células madre de pulpa dental (DPSCs)
expuestas a hipoclorito de sodio y EDTA mediante microscopia de contraste de
fases.

- Determinar la concentraciéon éptima de Hipoclorito de sodio en combinacion
con EDTA para realizar un tratamiento regenerativo.

15



5. HIPOTESIS

El efecto citotéxico de hipoclorito de sodio y EDTA sobre células madre de

pulpa dental es “concentracion-tiempo” dependiente.
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6. ANTECEDENTES

6.1 Procedimiento regenerativo en endodoncia

La pérdida de un diente inmaduro permanente en pacientes jovenes con
denticion mixta puede ser devastante, llevando a la pérdida de funcion,
maloclusiéon y un desarrollo maxilofacial inadecuado (Diogenes et al., 2014).
Regularmente, los dientes inmaduros con diagnostico de necrosis pulpar eran
sélo tratados con procedimientos de apexificacién, usando hidréxido de calcio a
largo tiempo (Selden, 2002) o la colocacion inmediata de una barrera apical con
Trioxoxido Mineral Agregado (MTA) (Holden et al, 2008). Aunque éstos
tratamientos a menudo resuelven los signos y sintomas de una lesidn
periapical, proporcionan poco o0 nulo beneficio en la continuacién de un
desarrollo radicular (Bose et al., 2009).

Los Procedimientos Regenerativos en Endodoncia (REPs) han emergido
como una alternativa de tratamiento para los dientes inmaduros permanentes
con necrosis pulpar, que en adicién a la reparacion de la periodontitis apical,
promueven la regeneracion de las funciones fisiologicas normales de la pulpa.
Esto incluye la continuacion del desarrollo radicular, inmunocompetencia y

nocicepcion (Diogenes et al., 2013).

Tradicionalmente, irrigantes y medicamentos han sido elegidos por su
maximo efecto antimicrobiano sin la consideracion de su efecto sobre las
células madre y el microambiente dentinario (Diogenes et al., 2014).
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6.2 Protocolo Clinico de los procedimientos regenerativos

A través del tiempo se han realizado distintos casos de regeneracion con
una variedad de protocolos clinicos, sin embargo durante el mas reciente
Simposium del Grupo de Biologia Pulpar y Regeneracién (PBRG) de la
International Association for Dental Research (IADR) realizado en la ciudad de
San Francisco, se mencionaron los avances realizados en investigacion y casos
clinicos de regeneracion pulpar. Asi mismo se establecid un protocolo clinico
para realizar los procedimientos de regeneracion en endodoncia (Diogenes et

al., 2014), el cual es descrito de la siguiente manera:
Procedimientos durante la primera visita:

1. Consentimiento informado, incluyendo la explicacion de riesgos y de
tratamientos alternativos.

2. Tras asegurarse de una anestesia local adecuada, realizar aislamiento
con goma dique.

3. Se realiza el acceso al sistema de conductos y la longitud de trabajo es
determinada (posicionando radiograficamente una lima a 1 mm del final
de la raiz).

4. Se irriga lentamente el sistema de conductos radiculares, primero con
1.5% de Hipoclorito de sodio (NaOCI) (20 ml/conducto por 5 min) y luego
se irriga con 17% de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA) (20
ml/conducto por 5 min), con aguja para irrigar a 1 mm del final de la raiz.

5. Se secan los conductos con puntas de papel.

6. Colocar hidréxido de calcio o pasta antibidtica a una concentracion no
mayor de 1 mg/ml.

7. Restaurar temporalmente el acceso.

Durante la segunda visita (de 2 a 4 semanas después de la primera visita),
se realiza lo siguiente:

18



1. Primeramente se realiza una examinacién clinica para asegurarse de
que no exista sensibilidad a la palpacién o percusion de moderada a
severa. Si se observa sensibilidad, inflamacién o un tracto sinuoso, se
repite el tratamiento realizado durante la primera visita. En este punto, el
clinico debe elegir colocar la Pasta Triple Antibiética (TAP) (a no mas de
11 um de cada droga/mL).

2. Tras asegurarse de una adecuada anestesia local con mepivacaina al
3% sin epinefrina, se realiza aislamiento con goma dique.

3. Se realiza el acceso al sistema de conductos radiculares; se remueve el
medicamento intraconducto mediante irrigacion con 17% de EDTA (30
mL/conducto por 10 min).

4. Se secan los conductos con puntas de papel

5. Se induce un sangrado con una lima tipo K #25 pasandose 2 mm del
foramen apical con el objetivo de tener el conducto totalmente lleno con
sangre a el nivel de la uniébn cemento-esmalte.

6. Una vez que se haya formado el coagulo, se coloca una pieza de
Collaplug (Zimmer dental inc, Warsaw, IN) cuidadosamente encima del
coagulo de sangre para que sirva como matriz interna y asi colocar
aproximadamente 3 mm de MTA blanco (Dentsplay, Tulsa, OK).

7. Colocar una capa de 3 a 4 mm de iond6mero de vidrio sobre el MTA y
fotocurarlo por 40 seg.

8. Colocar una restauracion con composite reforzado sobre el ionémero de
vidrio.

9. Realizar un seguimiento del caso por 3 y 6 meses, posteriormente

anualmente por un total de 4 afnos.

6.3 Factores de crecimiento

Durante la dentinogénesis, los factores de crecimiento son atrapados en la
matriz de dentina y pueden ser después liberados mediante desmineralizacion.
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Su efecto en la migracién, proliferacion y diferenciacién de células madre
pulpares puede ser benéfico para las terapias de regeneracién en endodoncia
(Galler et al., 2015).

6.4 Desinfeccion en un procedimiento de regeneracion

El tratamiento de regeneracion en endodoncia generalmente comienza con
la desinfeccién quimica de los conductos radiculares con una minima o nula
instrumentacion, seguido por la colocacion de medicamentos intraconductos.
Dentro de los medicamentos que han sido utilizados en casos clinicos
reportados se encuentran la TAP compuesta por
(ciprofloxacino/metronidazol/minociclina), la  pasta  doble  antibidtica
(ciprofloxacino/metronidazol), el hidroxido de calcio, entre otros. El tiempo
recomendado de la colocacion de los medicamentos varia dependiendo los
signos y sintomas de los pacientes, usualmente toma de 2-4 semanas
(Didégenes et al., 2013). En la segunda cita, en ausencia de signos y sintomas
de la infeccién, el tratamiento continda con la remocion de los medicamentos,

induccion del sangrado y restauracion coronaria (Althumairy et al., 2014).

6.5 NaOCl y EDTA: Dos soluciones comunmente utilizados
durante la regeneracioén

La desinfeccién de los conductos radiculares, es un paso crucial en los
procedimientos regenerativos en endodoncia (Martin et al, 2014). Varios
protocolos clinicos han sido reportados para desinfectar los conductos
radiculares en estos procedimientos, entre los irrigantes mas comunmente
utilizados se encuentran el NaOCI, EDTA y la clorhexidina (CHX) (Banch and
Trope 2004; Jung et al., 2008; Petrino et al., 2010; Shin, 2009). Sin embargo,
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la clorhexidina ha resultado ser altamente citotéxica (Trevino et al., 2011), por lo

gue muchos clinicos han decidido retirarla del protocolo.

6.6 Células Madre de Pulpa Dental (DPSCs)

Las DPSCs posnatales fueron primeramente aisladas de dientes humanos
(Gronthos et al., 2000). Son en gran parte derivadas de la cresta neural, las
cuales expresan genes los cuales también estan presentes en células madre
embionarias, pero carecen de expresién de genes mesodérmicos. Dependiendo
del medio de cultivo, éstas pueden diferenciarse en odontoblastos,
osteoblastos, condrocitos, adipocitos, neuronas y células musculares. Las
DPSCs implantadas con fosfato de tricalcio/Hap, se diferencian en células
similares a odontoblastos, las cuales producen estructura similar a dentina
(Dimitrova-Nakov et al., 2014).

Las poblaciones de DPSCs exhiben propiedades similares a las células
madre mesenquimales (MSCs), tienen la habilidad de formar colonias in vitro y
expresan marcadores osteoblasticos, adipogénicos, condrogénicos e incluso
neuronales (Gronthos et al., 2000; Batouli et al., 2003; Huang, 2012; Shi et al.,
2001).

Estas células comparten muchas similitudes con las MSCs de la médula
6sea (BMSCs), las cuales son las células madre estromales mas estudiadas.
Méas de 4000 genes humanos estan expresados en ambas poblaciones
celulares (Shi et al., 2001). Las poblaciones de DPSCs también expresan
diferentes paneles de marcadores de superficie usados para caracterizar
células madre hematopoyeticas de la médula 6sea (Huang et al., 2009).

Es importante mencionar que las DPSCs y las BMSCs no tienen el mismo
origen embrionario (Gronthos et al., 2002), se piensa que las DPSCs
contribuyen a la formacién de dentina de reparacion y que corresponden a
poblaciones heterogéneas de células precursoras 0 que representan distintas
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etapas de diferenciacion a lo largo del linaje odontoblastico (Dimitrova-Nakov et
al., 2014).

Las DPSCs estan implicadas en la reparacién pulpar (Huang, 2012), sin
embargo, no existe una demostracién formal de que las DPSCs son las células
reclutadas para la formacion de dentina reparativa en respuesta a una injuria
(Dimitrova-Nakov et al., 2014).

6.7 Migracion de DPSCs

La migracion celular es necesaria para el mantenimiento homeostatico tisular
y para la regeneracion de 6rganos y tejidos (Gilbert, 2003). Las células deben
de migrar a los sitios en los que su funcién es requerida, de otra manera la
regeneracion y desarrollo de érganos funcionales seria imposible (Singer and
Clark 1999). Inversamente, la migracidn celular no regulada puede ocasionar el
desarrollo de un numero de patologias, incluyendo metastasis de tumor,
inflamacion crénica y varias disfunciones en la respuesta inmune (Luster et al,,
2005). Las poblaciones de DPSCs son conocidas por responder a la injuria
dental proliferando, migrando y diferencidndose para reemplazar odontoblastos
perdidos, llevando a la sintesis y secrecion de dentina terciaria (Qvist, 1975).

La matriz dentinaria es un reservorio de quimioatrayentes secretados por
odontoblastos y fibroblastos. Los quimioatrayentes potenciales incluyen al factor
de crecimiento transformante 1 (TGF-B1), factor de crecimiento fibroblastico
basico (bFGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF). Se cree que éstos
proporcionan sefales involucradas en la proliferacién, diferenciacién vy
reclutamiento de células pulpares al sitio de la injuria para iniciar la
regeneracion tisular (Smith et al., 2001; Magloire et al., 2001). Alternativamente,
el mediador esfingolipidico transmitido por sangre y el esfingosin-1- fosfato
(S1P) presentan funciones importantes durante la inflamacion y la reparacion de
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una herida, tales como la diferenciacion, proliferacion, supervivencia,

angiogénesis y migracion celular (Stradner et al., 2008).

Las células son conocidas por responder a su ambiente local usando vias de
sefnalizacion, en particular por responder a propiedades bioquimicas de
proteinas de la matriz extracelular (EMPs)(Larsen et al., 2006). Las complejas
interacciones de células con las EMPs juegan un papel crucial en la mediacién
y regulacién de adhesion celular, migracién, morfogénesis, homeostasis tisular,
tumorogenesis y en la reparacion de una herida (Berrier and Yamada 2007).
Las principales EMPs son el colageno, laminina y la fibronectina (Shiba et al.,
1998). La laminina es esencial para la diferenciacién odontoblastica (Yuasa et
al., 2004). La fibronectina promueve la diferenciacidn y el crecimiento
ameloblastico (Tabata et al., 2003). El colageno es la EMP mas ubicua, regula
la proliferacion y diferenciacion (Paralkar et al., 1991).

6.8 Senales de regeneracion secretadas por células de la pulpa

Las preparaciones cavitarias profundas o las lesiones por caries pueden
ocasionar destruccion odontoblastica. Sin embargo, una nueva de generacion
células similares a odontoblastos es responsable de la aposicion de dentina de
reparacion (Fitzgerald et al., 1990).

La secrecién de dentina de reparaciéon es un proceso complejo que requiere
la presencia de células progenitoras, asi como de moléculas de senalizacién
para su proliferacion y diferenciacién. Los factores de crecimiento liberados bajo
lesiones por caries, juegan un papel importante en la secrecion de dentina de
reparacion; el TGF-B1, FGF-2 y el BMP-2 y BMP-4 parecen estar involucrados
en la proliferacién y diferenciacién de las DPSCs (Martin, 1997; Shiba et al.,
1995).

Se han realizado investigaciones de la actividad secretoria de los
fibroblastos pulpares y de células endoteliales, encontrando aspectos
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interesantes relacionados a sus funciones bajo condiciones normales vy
patolégicas. Se ha demostrado que los fibroblastos pulpares aislados de
terceros molares humanos secretan bFGF, VEGF y factores de crecimiento
derivado de plaquetas (PDGF) in vitro. Cuando éstas células fueron estimuladas
por injurias traumaticas, su secrecion de factores de crecimiento increment6
significativamente, y éste incremento fue observado 6 horas después de la
injuria (Tran-Hung et al., 2008). Los mismos resultados fueron observados con
células endoteliales, las cuales secretan ambos (VEGF y FGF) sin ninguna

estimulacién (About, 2011).

Después de una injuria fisiolégica a la capa endotelial celular, un incremento
significativo de factores de crecimiento fue observado dentro de las horas de la
injuria. Interesantemente, esto revela que la injuria por si misma indujo una
modificacion del microambiente mediante la secrecion de factores de
crecimiento. En un intento para entender las consecuencias de esta secrecion
en el proceso de regeneracién pulpar, un sistema de cultivo permitié la
investigacién de las consecuencias de una injuria fisica en la neoangiogenesis
in vitro. Después de realizar injurias fisicas a los fibroblastos pulpares, el medio
de cultivo con los factores solubles fue recolectado y aplicado sobre el cultivo
de células endoteliales. Sorpresivamente, las células endoteliales comenzaron
a organizarse en estructuras “tubulares” cerradas correspondientes a la

neoangiogenesis in vitro (Tran-Hung et al., 2006)

6.9 Otras células madre de origen dental

En adicién a las DPSCs, otras células madre han sido obtenidas del tejido
dental humano (de dientes deciduos y de la parte apical de la papila) (Ema and
Suda 2012) y de tejidos periodontales (gingiva, cemento, hueso alveolar y del
ligamento periodontal) (Miura et al., 2003). Asi mismo, también se han aislado
del foliculo dental (Dimitrova-Nakov et al., 2014).
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Las células madre dentales son consideradas una poblacién de células
similares a las células madre mesenquimales, por lo tanto, los marcadores que
han sido utilizados para identificar las MSCs fueron también utilizados para
aislar las células madre dentales (Sonoyama et al., 2008) Tanto las células
madre dentales y no dentales comparten una alta tasa de proliferacion vy
habilidad de multidiferenciacién, ambas pueden estar implicadas en el
desarrollo de la regeneracion dental (Gronthos et al., 2000; Huang, 2012;
Huang et al., 2009).
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se ha demostrado que las células madre de pulpa dental tienen la
capacidad de diferenciacién odontoblastica, sugiriendo que éstas pueden
desempefiar un papel importante en la ingenieria tisular. Ademas, que las
soluciones irrigantes mas comunmente utilizadas en los procedimientos de
Regeneracion en Endodoncia son el NaOCl y EDTA. Por lo anteriormente

mencionado se plantea lo siguiente:

¢Cual es el efecto de NaOCI y EDTA sobre células madre de pulpa dental de
cultivo primario?
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Universo de estudio

Premolares extraidos de humanos

8.2 Tamano de muestra

N= 20

8.3 Criterios de seleccion

8.3.1 Criterios de inclusion

- Premolares humanos de pacientes entre 18-25 afnos de edad.
- Premolares sin caries

- Premolares con integridad coronal y radicular

8.3.2 Criterios de exclusioén

- Piezas tratadas endodonticamente
- Dientes con conductos calcificados

- Dientes fracturados
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8.3.3 Criterios de eliminacion
- Dientes con escaso tejido pulpar

8.4 Materiales

- Buffer de fosfatos (PBS 1X)

- Tubos estériles 50 ml (Corning)

- Tubos estériles 15 ml (Corning)

- Suero fetal bovino (FBS) (Gibco)

- DULBECO MODIFIED EAGLE MEDIUM DMEM-F12 (Gibco)
- Coctel penicilina-estreptomicina (Sigma-Aldrich)

- Placas negras de 96 pozos tratadas para cultivo celular (Corning)
- Micropipetas (Eppendorf)

- Puntas para pipetas 100 ul y 1,000 ul

- Canaletas estériles (Invitrogen)

- Hipoclorito de sodio 5.25%

- EDTA (Sigma- Aldrich)

- Microscopio Axioinvert M200 (Zeiss)

- Lector de placas GloMax (Miltenyi)

- Frascos para cultivo celular de 25 cm? (Corning)

- Formalina amortiguada (Sigma-Aldrich)
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8.5 Metodologia

8.5.1 Cultivo celular

Se utilizaron DPSCs cortesia de la Unidad de Odontologia Integral y
Especialidades del Centro de Investigacion y Desarrollo en Ciencias de la Salud
(CIDICS), las cuales fueron descongeladas utilizando la técnica de
descongelacién rapida en bafo maria a 37°C durante 2 min hasta obtener una
solucion acuosa, inmediatamente las células fueron colocadas en un tubo estéril
de 15 ml y se completd a volumen de 10 ml utilizando PBS, esto con el objetivo
de disminuir la toxicidad celular provocada por el Dimetil Sulfoxido (DMSO) que
fue utilizado como crioprotector durante la congelacién del vial a -196° C.
Posteriormente se realizd6 una homogenizacion gentil de la muestra utilizando
una pipeta de 1000 ul y una centrifugacién a 1200 rpm durante 10 min a 25° C,
éste procedimiento se repitié 2 veces haciendo lavados extensivos con PBS.

El botdn celular obtenido en la centrifugacion se reconstituyé con medio de
crecimiento completo compuesto de Dulbelcco’s Modified Eagle Medium
(DMEM), suero fetal Bovino (SFB) 10% y un coctel de penicilina-estreptomicina
como antibiéticos. La muestra fue sembrada en frascos de 25 cm? con medio de
crecimiento completo y mantenido en una atmosfera a 37 °C (Figura 1.1) con
5% de CO; y 95% de humedad durante 3 dias hasta completar un 70 % de

confluencia celular.
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Figura 1.1 Células mantenidas a 37°C durante
la exposicion a cada solucion.

Posteriormente las células fueron desprendidas de la superficie del frasco
utilizando tripsina/EDTA 0.025% en incubacion a 37° C durante 5 min,
inmediatamente después se inactivd la tripsina/EDTA utilizando medio de
crecimiento completo. Las células fueron cuantificadas en una camara de
neubauer, para finalmente sembrar a una densidad de 15,000 células por pozo
en una placa para cultivo celular negra de 96 pozos (Figura 1.2) Estas placas

fueron mantenidas en la misma atmosfera durante 24 horas.

Figura 1.2 Células madre de pulpa dental cultivadas en
placas de 96 pozos
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8.5.2 Hipoclorito de sodio y EDTA

Para la evaluacién de la citotoxicidad, el EDTA se coloc6é en cada pozo por
triplicado a concentraciones finales de 1.7%, 1%, 0.5% y 0.1%. Al mismo
tiempo el NaOCI fue también colocado en concentraciones finales de 0.25%,
0.15%, 0.1% y 0.5% por triplicado, los controles negativos fueron incubados con
PBS. Ambas moléculas (EDTA y NaOCI) se incubaron con las células a 37° C,
5% de CO?en una atmosfera a 95% de humedad durante 3 y 24 hrs.

8.5.3 Microscopia de contraste de fases

Terminado los tiempos de incubacion (3 y 24 hrs) las células fueron lavadas
3 veces utilizando PBS y posteriormente fijadas en formalina amortiguada al
10% durante 15 min a temperatura ambiente. Una vez fijadas las células, se
realiz6 un lavado con PBS y se colocaron 50 pl de PBS. Finalmente las placas
de 96 pozos fueron observadas en contraste de fases en aumento 10x en un
microscopio Axioinvert M200 (Zeiss) para registrar las micrografias

correspondientes a los diferentes tratamientos. (Figura1.3)
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Figura 1.3 Microscopio Axioinvert M200 (Zeiss)

8.5.4 Evaluacion de citotoxicidad por el método de
Fluorescence Measure Citotoxicity Asay (FMCA)

Terminados los tiempos de incubacién, se determiné la citotoxicidad
mediante el método de FMCA descrito por Tal persona et al. Brevemente, las
células fueron lavadas 3 veces con PBS y posteriormente se incubaron con
fluorescein diacetate (FDA) a una concentracion final de 10 pg/ml durante 30
min a 37°C en oscuridad. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se
realiz6 una lectura en fluorescencia a 495 nm en el lector de placas GloMax
(Figura 1.4) para determinar el porcentaje de viabilidad celular posterior a la
incubacién con las moléculas.
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Figura 1.4 Lector de placas GloMax
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9. RESULTADOS

En los resultados se observo una alta toxicidad del NaOCI frente a las DPSCs a
3 y 24 horas de exposicion. Asi mismo se observé que la combinacion del
NaOCl y el EDTA no disminuyé el efecto citotéxico sobre las células, a
excepcién de la combinacién de EDTA .1% + NaOCI .05% la cual present6 un
ligero aumento en la viabilidad celular. Por otra parte, todas las concentraciones
evaluadas de la solucién de EDTA fueron menos toxicas cuando se incubaron
durante 3 y 24 hrs frente a las células. Dichos resultados se describen en las

siguientes figuras, tablas y graficas:

Figura 2.1 Imagen microscopica de grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con EDTA a las 3 horas de exposicién. A) Grupo control; B)
EDTA 0.1%; C) EDTA 0.5%; D) EDTA 1%; E) EDTA1.7%
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Figura 2.2 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con NaOCI a las 3 horas de exposicién. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%

Figura 2.3 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con la combinacibon de EDTA 0.1% vy distintas
concentraciones de NaOCI a las 3 horas de exposicion. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%
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Figura 2.4 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con la combinacion de EDTA 0.5% vy distintas
concentraciones de NaOCI a las 3 horas de exposiciéon. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%

Figura 2.5 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con la combinacién de EDTA 1% y distintas concentraciones
de NaOCI a las 3 horas de exposicion. A) Grupo control; B) NaOCI 0.05%; C)
NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%
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Figura 2.6 Imagen microscopica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con la combinacién de EDTA 1.7% vy distintas
concentraciones de NaOCI a las 3 horas de exposicién. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOClI 0.25%

Figura 2.7 Imagen microscopica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con EDTA a las 24 horas de exposicion. A) Grupo control; B)
EDTA 0.1%; C) EDTA 0.5%; D) EDTA 1%; E) EDTA 1.7%
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Figura 2.8 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con NaOCI a las 24 horas de exposiciéon. A) Grupo control;
B) NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%

Figura 2.9 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con la combinacibn de EDTA 0.1% vy distintas
concentraciones de NaOCI a a las 24 horas de exposicidén. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%
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Figura 2.10 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de
pulpa dental en contacto con la combinacién de EDTA 0.5% vy distintas
concentraciones de NaOCI a las 24 horas de exposicion. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%

: N
-~ | el - 4
.‘:. vis -.,(' ( o3
|2 ¢ %N TN
e 4
(o A- ) 0200 100 ym
100 pym "y
& ™33 100 pm

Figura 2.11 Imagen microscépica del grupo control y de células madre de pulpa
dental en contacto con la combinacién de EDTA 1% y distintas concentraciones
de NaOCI a las 24 horas de exposicidén. A) Grupo control; B) NaOCI 0.05%; C)
NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%
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Figura 2.12 Imagen microscopica del grupo control y de células madre de
pulpa dental en contacto con la combinacion de EDTA 1.7% vy distintas
concentraciones de NaOCI a las 24 horas de exposicion. A) Grupo control; B)
NaOCI 0.05%; C) NaOCI 0.1%; D) NaOCI 0.15%; E) NaOCI 0.25%
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9.1 Tablas y Graficas

Las presentes tablas y graficas corresponden a los resultados observados
de la citotoxicidad de las distintas concentraciones de NaOCI sobre las células
madre de pulpa dental (DPSCs) a las 3 y 24 horas de exposicion.

Concentracion Control
NaOCl 3 horas 24 horas 3 horas | 24
horas
0.25% 10.62 7.47 | 373333 | 343333
0.15% 10.17 7.66 | 373333 | 343333
0.1% 11.69 7.57 | 373333 | 343333
0.05% 25.53 7.57 | 373333 | 343333

Tabla 1. Viabilidad de DPSCs frente a NaOCI a las 3 y 24 horas de exposicion.

Viabilidad DPSCs NaOCI 3 hrs
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Grafica 1. Viabilidad de las DPSCs en

contacto con NaOCI a las 3 horas de

exposicion

Viahilidad DPSCs NaOCl 24 hrs.

ol [ Lmed o

025 0.15% 0.10% 007

Grafica 2. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con NaOCI a las 24 horas de
exposicion
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Tabla y graficas correspondientes a los resultados observados de la
citotoxicidad de las distintas concentraciones de EDTA sobre las células madre
de pulpa dental (DPSCs) a las 3 y 24 horas de exposicién.

Concentracion Control
horas
1.7% 35.71 8.54 | 373333 | 343333
1% 39.28 8.54 | 373333 | 343333
0.5% 94.64 53.39 | 373333 | 343333
0.1% 97.32 97.08 | 373333 | 343333

Tabla 2. Viabilidad de DPSCs frente a EDTA a las 3 y 24 horas de exposicion

Viabilidad DPSCs EDTA 3 hrs Viabilidad DPSCs EDTA 24 hrs
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1.70% 1% 0.50% 0.10% 1.70% 1% 0.50% 0.10%
Gréafica 3. Viabilidad de las DPSCs en Gréfica 4. Viabilidad de las DPSCs
contacto con EDTA a las 3 horas de en contacto con EDTA a las 24 horas
exposicion. de exposicion.
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Tabla y gréaficas correspondientes a los resultados observados de la
citotoxicidad de la solucién de EDTA al 1.7% en combinacién con las distintas
concentraciones de NaOCI sobre las células madre de pulpa dental (DPSCs) a

las 3 y 24 horas de exposicion.

Concentracion: Control
EDTA 1.7%+ NaOCl 3 horas 24 horas 3 horas | 24
horas
0.25% 10.17 7.57 | 373333 | 343333
0.15% 10.26 7.37 | 373333 | 343333
0.1% 9.46 7.37 | 373333 | 343333
0.05% 10.35 7.37 | 373333 | 343333

Tabla 3. Viabilidad de DPSCs frente a la solucion de EDTA al 1.7% en
combinacion con las distintas concentraciones de NaOCI a las 3 y 24 horas de

exposicion

025 015 0108 005

Viabilidad DPSCs EDTA 1.7 % + NaOC|-24 hrs
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Grafica 5. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la solucién de EDTA al
1.7% en combinacién con el NaOCI
en sus distintas concentraciones a las
3 horas de exposicion.

Grafica 6. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la solucién de EDTA al
1.7% en combinacion con el NaOCI en
sus distintas concentraciones a las 24
horas de exposicion.
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Tabla y graficas correspondientes a los resultados observados de la
citotoxicidad de la solucion de EDTA al 1% en combinacién con las distintas
concentraciones de NaOCI sobre las células madre de pulpa dental (DPSCs) a

las 3 y 24 horas de exposicion.

Concentracion: Control
EDTA 1%+ NaOCl 3 horas 24 horas 3 horas | 24

horas

0.25% 9.28 7.28 | 373333 | 343333

0.15% 10 7.18 | 373333 | 343333

0.1% 9.64 7.28 | 373333 | 343333

0.05% 10.17 7.18 | 373333 | 343333

Tabla 4. Viabilidad de DPSCs frente a la solucion de EDTA al 1% en

combinacién con las distintas concentraciones de NaOCI a las 3 y 24 horas de

exposicion

Viabilidad DPSCs EDTA 1 % + NaOCl- 3 hrs_
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Gréfica 7. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la solucion de EDTA al 1%
en combinacién con el NaOCI en sus
distintas concentraciones a las 3 horas
de exposicion.

Gréfica 8. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la solucion de EDTA al 1%
en combinacién con el NaOCI| en sus
distintas concentraciones a las 24 horas de
exposicion.
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Tabla y gréaficas correspondientes a los resultados observados de la
citotoxicidad de la solucién de EDTA al 0.5% en combinacién con las distintas
concentraciones de NaOCI sobre las células madre de pulpa dental (DPSCs) a
las 3 y 24 horas de exposicion.

Concentracion: Control
EDTA 0.5%+ NaOCl 3 horas 24 horas I horas 24
horas
0.25% 9.46 7.28 | 373333 | 343333
0.15% 9.37 6.99 | 373333 | 343333
0.1% 9.37 6.99 | 373333 | 343333
0.05% 9.37 6.99 | 373333 | 343333

Tabla 5. Viabilidad de DPSCs frente a la solucién de EDTA

al 0.5% en

combinacion con las distintas concentraciones de NaOCI a las 3 y 24 horas de

exposicion.

Viabilidad DPSCs EDTA 0.5 % + NaOCl- 3 hrs
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Grafica 9. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la soluciéon de EDTA al
0.5% en combinacion con el NaOCI en
sus distintas concentraciones a las 3
horas de exposicion.

Grafica 10. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la solucién de EDTA al
0.5% en combinacion con el NaOCI en
sus distintas concentraciones a las 24
horas de exposicion.
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Tabla y gréaficas correspondientes a los resultados observados de la
citotoxicidad de la solucién de EDTA al 0.1% en combinacién con las distintas
concentraciones de NaOCI sobre las células madre de pulpa dental (DPSCs) a

las 3 y 24 horas de exposicion.

Concentracion: Control
EDTA 0.1%+ NaOCl 3 horas 24 horas 3 horas | 24
horas
0.25% 9.37 6.79 | 373333 | 343333
0.15% 8.12 6.69 | 373333 | 343333
0.1% 8.66 6.79 | 373333 | 343333
0.05% 15.8 6.6 | 373333 | 343333

Tabla 6. Viabilidad de DPSCs frente a la solucion de EDTA al 0.1% en
combinacion con las distintas concentraciones de NaOCI a las 3 y 24 horas de

exposicion.

Viabilidad DPSCs EDTA 0.1 % + NaOCl- 3 hrs

Viabilidad DPSCs EDTA 0.1 % + NaOCl- 24 hrs.
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Grafica 11. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la soluciéon de EDTA al 0.1%
en combinacién con el NaOCI en sus
distintas concentraciones a las 3 horas de
exposicion.

Grafica 12. Viabilidad de las DPSCs en
contacto con la solucién de EDTA al
0.1% en combinacion con el NaOCI en
sus distintas concentraciones a las 24
horas de exposicion.
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10. DISCUSION

En la presente investigacién se estudio la citotoxicidad del NaOCI frente a
las DPSCs posterior a 3 y 24 hrs de exposicion, observando una alta toxicidad
en dichas células. Asi mismo se determiné que la combinacién del NaOCl y el
EDTA no disminuye el efecto citotdxico sobre las células a excepcidén de la
combinacién de EDTA .1% + NaOCI .05% la cual presenté un ligero aumento
en la viabilidad celular. Por otra parte, la solucion de EDTA fue menos citotoxica
cuando se incubo durante 3 y 24 hrs en presencia de todas las concentraciones
evaluadas.

Actualmente, existen pocas investigaciones del efecto citotdéxico de las
soluciones irrigantes sobre las DPSCs. Ring y colaboradores en el 2008
sugirieron que los irrigantes biocompatibles son necesarios para promover la
adhesién de las DPSCs a la dentina, lo cual es esencial para llevar a cabo
terapias de regeneracidon en endodoncia. Ellos mencionaron que la adhesion
tiene alta correlacion con el efecto citotoxico de las soluciones (Ring et al,
2008) En nuestro estudio se exploré la posibilidad de que estas moléculas en
combinacién tuvieran un menor efecto citotdéxico que utilizandolas por separado,

mejorando asi el protocolo de regeneracion ya establecido.

En otro estudio elaborado por Trevino y colaboradores en el 2011
observaron la supervivencia de células madre de la papila apical (SCAP)
cultivadas en especimenes de conductos radiculares previamente irrigados con
EDTA 17%, NaOCIl 6% + EDTA 17% + NaOCI 6%, EDTA 17% + clorhexidina
2% y NaOCl 6% + EDTA 17% + NaOCI 6% + alcohol isopropilico + clorhexidina
2%. Ellos encontraron que la irrigacion con EDTA al 17% promovié una mejoria
en la supervivencia celular (89% de viabilidad), seguido por la irrigacion de
NaOCI 6% + EDTA 17% + NaOCI 6% que presento 74% de viabilidad celular.
Por otro lado, se observd que los protocolos en los que se utilizd clorhexidina
2% no hubo viabilidad y que por lo tanto el uso de EDTA puede ser benéfico en
los procedimientos regenerativos (Trevino et al., 2011). En nuestro estudio no
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utilizamos clorhexidina debido a que es conocida su alta toxicidad celular lo cual
puede contribuir a un efecto negativo en los procesos de regeneracion tisular,
ademas nosotros probamos las moléculas sobre DPSCs a diferencia del
anterior estudio que utilizaron SCAP.

Es importante mencionar que otras investigaciones han demostrado que la
dentina acondicionada con NaOCI al 5% y 6% inhibe la diferenciaciéon de
DPSCs a odontoblastos tanto en modelos in vitro (Casagrande et al., 2010)
como en modelos in vivo (Galler et al., 2011). También se ha demostrado que el
efecto del NaOCI en una superficie acondicionada con dentina persiste una vez
que se ha retirado el irrigante, sugiriendo que el NaOCI tiene efectos directos e
indirectos en la citotoxicidad (Essner et al., 2011). Sin embargo, en nuestro
proyecto encontramos que existe una combinacibn donde la toxicidad
disminuye, lo cual podria ser interesante para mejorar la diferenciacion
odontoblastica de las células progenitoras residentes de la pulpa, sugiriendo
con base en la literatura que las moléculas deben ser retiradas por completo o

al menos en su mayoria de la matriz dentinaria a tratar.

En un reciente estudio por Martin y colaboradores en el 2014 evaluaron la
viabilidad de las SCAP y ademas se analiz6 la expresion de la
sialofosfoproteina dentinaria (DSPP) con diferentes concentraciones de NaOCl,
se encontré una reduccion significativa de viabilidad y expresion de la DSPP en
el grupo tratado con NaOCI al 6% comparado con el grupo control no tratado.
Una viabilidad comparable fue observada en los grupos tratados con menos
concentracion de NaOCI, pero la mejor expresion de DSPP se observé en el
grupo tratado con NaOCI al 1.5%. En adicion, el EDTA al 17% incrementé la
viabilidad y expresiéon de DSPP revirtiendo el efecto negativo del NaOCI (Martin
et al., 2014), lo anterior coincide con nuestros resultados aunque a una escala

menor debido a que se probaron las moléculas en cultivo de DPSCs.

En otro estudio también se utilizd6 el NaOCl y el EDTA para analizar la
liberacion de factores de crecimiento de la dentina, los cuales tienen efectos en
la proliferacién y diferenciacién de células mesenquimales. Dicho estudio
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sugiere que el EDTA al 10% tiene un efecto positivo en su liberacién. En la
investigacibn se menciona que es necesaria la conservacion de proteinas
fosilizadas en la matriz extracelular dentinaria para mejorar el prondstico del
tratamiento regenerativo, garantizando de esta manera un proceso inductor
exitoso (Galler et al., 2015).
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11. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados observados en el presente estudio podemos

concluir lo siguiente:

- El Hipoclorito de sodio present6 alta citotoxicidad en todas sus

concentraciones a las 3 y 24 horas de exposicion.

- EI EDTA presenté una mayor viabilidad a las 3 y 24 horas cuando se utilizé al
0.5% y 0.10%.

- La combinacion del EDTA y NaOCI resulté menos citotdxica cuando se utilizé

al 0.1% y 0.05% respectivamente a las 3 horas de exposicidn.

- Se observo un cambio morfologico de las células madre de pulpa dental en
contacto con el NaOCly EDTA.

50



12. REFERENCIAS

About I. Dentin regeneration in vitro: the pivotal role of supportive cells. Adv
Dent Res 2011;23:320-4.

Althumairy RI, Teixeira FB, Diogenes A. Effect of dentin conditioning with
intracanal medicaments on survival of stem cells of apical papilla. J Endod
2014;40:521-525.

Banchs F, Trope M. Revascularization of immature permanent teeth with apical
periodontitis: new treatment protocol? J Endod 2004;30:196-200.

Batouli S, Miura M, Brahim J, et al. Comparison of stem-cell mediated
osteogenesis and dentinogenesis. J Dent Res 2003;82:976-81.

Berrier AL, Yamada KM. Cell-matrix adhesion. J Cell Physiol 2007;213:565-73.

Bose R, Nummikoski P, Hargreaves K. A retrospective evaluation of
radiographic outcomes in immature teeth with necrotic root canal systems

treated with regenerative endodontic procedures. J Endod 2009;35:1343-9.

Casagrande L, Demarco FF, Zhang Z, et al. Dentin-derived BMP-2 and
odontoblast differentiation. J Dent Res 2010;89:603-8.

Dimitrova-Nakov S, Baudry A, Harichane Y, Kellerman O, Goldberg M. Pulp
stem cells: Implication in reparative dentin formation. J Endod 2014;40:513-S18.

Diogenes AR, Henry MA, Teixeira FB, Hargreaves KM. An update on clinical
regenerative endodontics. Endod Top 2013;28:2—23.

Diogenes AR, Ruparel NB, Teixeira FB, Hargreaves KM. Translational science
in desinfection for regenerative endodontics. J Endod 2014;40:5S52-S57.

51



Ema H, Suda T. Two anatomically distinct niches regulate stem cell activity.
Blood 2012;120:2174-81.

Essner MD, Javed A, Eleazer PD. Effect of sodium hypochlorite on human pulp
cells: an in vitro study. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol Endod
2011;112:662-6.

Fitzgerald M, Chiego DJ, Heys DR. Autoradiographic analysis of odontoblast
replacement following pulp exposure in primate teeth. Arch Oral Biol
1990;35:707-15.

Galler KM, Buchalla W, Hiller KA, Federlin M, Eidt A, Schiefersteiner M,
Schmalz G. Influence of root canal desinfectants on growth factor release from
dentin. J Endod 2015;41:363-368

Galler KM, D’Souza RN, Federlin M, et al. Dentin conditioning codetermines cell
fate in regenerative endodontics. J Endod 2011;37:1536-41.

Gilbert SF. The morphogenesis of evolutionary developmental biology. Int J Dev
Biol 2003;47:467-77.

Gronthos S, Mankani M, Brahim J, et al. Postnatal human dental pulp stem cells
(DPSCs) in vitro and in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A 2000;97:13625-30.

Gronthos S, Brahim J, Li W, et al. Stem cell properties of human dental pulp
stem cells. J Dent Res 2002;81:531-5.

Holden DT, Schwartz SA, Kirkpatrik TC, Schindler WG. Clinical Outcomes of
Artificial Root-end Barriers with Mineral Trioxide Aggregate in Teeth with
Immature Apices. J Endod 2008;34:812-817

52



Huang GT. Dental pulp and dentin tissue engineering and regeneration—
advancement and challenge. Front Biosci (Elite Ed) 2012;3:788-800.

Huang GT, Gronthos S, Shi S. Mesenchymal stem cells derived from dental
tissues vs. those of other sources: their biology and role in regenerative
medicine. J Dent Res 2009;88:792—-806.

Jung IY, Lee SJ, Hargreaves KM. Biologically based treatment of immature
permanent teeth with pulpal necrosis: a case series. J Endod 2008;34:876-87.

Luster AD, Alon R, von Andrian UH. Immune cell migration in inflammation:

present and future therapeutic targets. Nat Immunol 2005;6:1182-90.

Magloire H, Romeas A, Melin M, Couble ML, Bleicher F, Farges JC. Molecular
regulation of odontoblast activity under dentin injury. Adv Dent Res 2001;15:46—
50.

Martin DE, De Almeida JF, Henry MA, Khaing ZZ, Schmidt CE, Teixeira FB,
Diégenes A. Concentration-dependent effect of sodium hypochlorite on stem
cells of apical papilla survival and differentiation. J Endod 2014;40:51-55.

Martin P. Wound healing. Aiming for perfect skin regeneration. Science
1997;276: 75-81.

Miura M, Gronthos S, Zhao M, et al. SHED: stem cells from human exfoliated
deciduous teeth. Proc Natl Acad Sci U S A 2003;100:5807-12.

Larsen M, Artym VV, Green JA, Yamada KM. The matrix reorganized:
extracellular matrix remodeling and integrin signaling. Curr Opin Cell Biol
2006;18:463-71.

53



Martin DE, De Almeida JF, Henry MA, et al. Concentration-dependent effect of
sodium hypochlorite on stem cells of apical papilla survival and differentiation.
J Endod 2014;40:51-5.

Paralkar VM, Vukicevic S, Reddi AH. Transforming growth factor beta type 1
binds to collagen IV of basement membrane matrix: implications for
development. Dev Biol 1991;143:303-8.

Petrino JA, Boda KK, Shambarger S, Bowles WR, McClanahan SB. Challenges
in regenerative endodontics: a case series. J Endod 2010;36:536—41.

Quist V. Pulp reactions in human teeth to tooth colored filling materials. Scand J
Dent Res 1975;83:54—66.

Ring KC, Murray PE, Namerrow KN, Kuttler S, Garcia-Godoy F. The
comparision of the effect of endodontic irrigation on cell adherence to root canal
dentin. J Endod 2008;34:1474-1479.

Shi S, Robey PG, Gronthos S. Comparison of human dental pulp and bone
marrow stromal stem cells by cDNA microarray analysis. Bone 2001;29:532—
539.

Shiba H, Nakamura S, Shirakawa M, et al. Effects of basic fibroblast growth
factor on proliferation, the expression of osteonectin (SPARC) and alkaline
phosphatase, and calcification in cultures of human pulp cells. Dev Biol
1995;170:457-66.

Shiba H, Fujita T, Doi N, et al. Differential effects of various growth factors and
cytokines on the syntheses of DNA, type | collagen, laminin, fibronectin,
osteonectin/ secreted protein, acidic and rich in cysteine (SPARC), and alkaline
phosphatase by human pulp cells in culture. J Cell Physiol 1998;174:194-205.

Shin SY, Albert JS, Mortman RE. One step pulp revascularization treatment of
an immature permanent tooth with chronic apical abscess: a case report. Int
Endod J 2009;42:1118-26.

54



Selden HS. Apexification: an interesting case. J Endod 2002;28:44-45

Singer AJ, Clark RA. Cutaneous wound healing. N Engl J Med 1999;341:738—
46.

Smith AJ, Murray PE, Sloan AJ, Matthews JB, Zhao S. Trans-dentinal
stimulation of tertiary dentinogenesis. Adv Dent Res 2001;15:51-4.

Sonoyama W, Liu Y, Yamaza T, et al. Characterization of apical papilla and its
residing stem cells from human immature permanent teeth—a pilot study. J
Endod 2008;34:166—71.

Stradner MH, Hermann J, Angerer H, et al. Spingosine-1-phosphate stimulates
proliferation and counteracts interleukin-1 induced nitric oxide formation in
articular chondrocytes. Osteoarthritis Cartilage 2008;16:305—11.

Tabata MJ, Matsumura T, Fujii T, Abe M, Kurisu K. Fibronectin accelerates the
growth and differentiation of ameloblast lineage cells in vitro. J Histochem
Cytochem 2003;51:1673-9.

Tran-Hung L, Laurent P, Camps J, et al. Quantification of angiogenic growth
factors released by human dental cells after injury. Arch Oral Biol 2008;52:9—13.

Tran-Hung L, Mathieu S, About |. Role of human pulp fibroblasts in
angiogenesis. J Dent Res 2006;85:819-23.

Trevino EG, Patwardhan AN, Henry MA, et al. Effect of irrigants on the survival
of human stem cells of the apical papilla in a platelet-rich plasma scaffold in
human root tips. J Endod 2011;37:1109-15.

Yuasa K, Fukumoto S, Kamasaki Y, et al. Laminin alpha2 is essential for

odontoblast differentiation regulating dentin sialoprotein expression. J Biol Chem
2004;279: 10286-92.

55



