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Resumen

El éxito de los procedimientos de endodoncia regenerativa depende de la descontamina-
ción del espacio endodóntico, la presencia de células mesenquimales indiferenciadas, la 
liberación de factores de crecimiento que actúan como moléculas señalizadoras para la 
atracción, proliferación y diferenciación celular; y de la presencia de un “scaffold”, que 
brinde soporte a la organización y vascularización del tejido recién formado. Objetivo. 
Analizar soluciones quelantes específicas de calcio EGTA, Ácido Cítrico y EDTA en la 
liberación de factores de crecimiento (BMPR1, BMPR2 y TGFBR1) presentes en la den-
tina como la adhesión célular. Materiales y Métodos. Se obtuvieron discos de dentina 
de premolares y terceros molares humanos, después de la imnersión por 1 minuto con 
EDTA, EGTA y Ácido Cítrico, se sembraron las células. La adhesión celular se evaluó a 
las 48 horas usando MEV. La expresión génica se determinó a los 7 y 21 días de cultivo 
celular. El análisis estadístico fue ANOVA seguido de Tukey, con un nivel de significancia 
del 5%. Resultados. A los 21 días, el tratamiento con EGTA aumento significativamente 
BMPR1 en comparación con PBS. Ninguna condición experimental alteró la expresión de 
BMPR2. La expresión de TGBR1 a los 21 días aumentó significativamente al tratamiento 
con EGTA. Aunque no hubo una distribución uniforme de células a lo largo de los discos, 
se observó adhesión celular en todos los grupos experimentales. Conclusiones. El tipo de 
solución desmineralizante interfiere con la cantidad liberada de factores de crecimiento 
BMPR1 y TGFBR1, de la dentina humana, y no interfiere en la adhesión celular.

Palabras Clave: Diferenciación Celular, Adhesión Celular, EGTA, Endodoncia Regene-
rativa, Células Madre.

Abstract

The success of regenerative endodontic procedures depends on the decontamination of the 
endodontic space, the presence of undifferentiated mesenchymal cells, the release of grow-
th factors that act as signaling molecules for cell attraction, proliferation and differentia-
tion; and the presence of a “scaffold” that supports the organization and vascularization of 
the newly formed tissue. Objetive. Analyze specific chelating solutions of calcium EGTA, 
Citric Acid and EDTA in the release of growth factors (BMPR1, BMPR2 and TGFBR1) 
present in dentin as cell adhesion. Materials and Methods. Dentin discs were obtained 
from human premolars and third molars, after immersion for 1 minute with EDTA, EGTA 
and Citric Acid, the cells were seeded. Cell adhesion was assessed at 48 hours using MEV. 
Gene expression was determined at 7 and 21 days of cell culture. The statistical analysis 
was ANOVA followed by Tukey, with a significance level of 5%. Results. At 21 days, 
EGTA treatment significantly increased BMPR1 compared to PBS. No experimental con-
ditions altered the expression of BMPR2. TGBR1 expression at 21 days increased signi-
ficantly to EGTA treatment. Although there was not a uniform distribution of cells throu-
ghout the discs, cell adhesion was observed in all experimental groups. Conclusions. The 
type of demineralizing solution interferes with the amount of growth factors BMPR1 and 
TGFBR1 released from human dentin and does not interfere with cell adhesion.

Keywords: Cell Differentiation, Cell Adhesion, EGTA, Regenerative Endodontics, Stem 
Cells.
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Introducción
En dientes con formación radicular incompleta, la necrosis pulpar resulta en la parálisis del proceso de rizo-
génesis, dando como resultado dientes con ápices abiertos, conductos anchos y paredes radiculares delgadas 
y frágiles. El tratamiento de endodoncia, en estos casos, la apexificación, tiene como objetivo promover la 
formación de una barrera apical que permita el posterior llenado del conducto radicular, sin extravasación del 
material de obturación1. Ahora bien, independientemente del tipo de medicamento utilizado, ya sea hidróxido 
de calcio o MTA, existe riesgo de fractura radicular y no fortalece ni permite el desarrollo continuo de las 
raíces, manteniendo la debilidad de las paredes dentinarias2-5. A partir del año 2000 surge la terapia endodón-
tica regenerativa como alternativa a la apexificación para el tratamiento de dientes no vitales, que emplea dos 
conceptos: regeneración tisular e invaginación de células mesenquimales indiferenciadas6. La regeneración 
pulpar estudia el desarrollo de nuevo tejido pulpar in vitro a partir de células indiferenciadas estimuladas por 
factores de crecimiento, con el objetivo de regenerar el tejido pulpar perdido7,6. Ahora invaginación de células 
indiferenciadas de la región apical de los dientes en pacientes jóvenes con ápice abierto7, se basa en la super-
vivencia de estas células a la necrosis pulpar, incluso en presencia de infección perirradicular8. Wang y cols5 
evaluaron mediante análisis histológico el tipo de tejido formado después de procedimientos de endodoncia 
regenerativa en perros y concluyeron que el espacio pulpar está formado por tejido duro similar al cemento, 
también observado por Gomes-Filho y cols9. Para el éxito de los procedimientos de endodoncia regenerativa 
es fundamental la presencia de la tríada: células madre, andamios que dan soporte a la organización celular, 
proliferación, diferenciación y vascularización y factores de crecimiento que actúan como moléculas señali-
zadoras10. Wingler y cols11 afirman que es fundamental eliminar el tejido pulpar necrótico acompañado de la 
desinfección química del conducto radicular, y la instrumentación está contraindicada. El hipoclorito de sodio 
es la sustancia más utilizada en todo el mundo12 y tiene propiedades antimicrobianas contra los principales 
patógenos endodónticos, pudiendo utilizarse en diversas concentraciones de cloro libre13. Treviño y cols14 
demostraron que el uso de NaOCl no afecta la supervivencia de las células mesenquimales indiferenciadas, 
a diferencia de la Clorhexidina (CHX), que quizás por su sustantividad, parece interferir con la adhesión de 
estas células. Además del uso de soluciones antimicrobianas, también es necesario usar agentes desminerali-
zantes para eliminar la capa de frotis, siendo los más comunes el ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), el 
ácido cítrico y MTAD®. El EDTA es capaz de liberar varios factores de crecimiento presentes en la matriz 
dentinaria15,16, por lo que su uso está indicado por la Asociación Americana de Endodoncia10. El EDTA es un 
compuesto orgánico que actúa como agente quelante, formando complejos muy estables con varios iones 
metálicos, acción que es autolimitante debido al cambio de pH durante el proceso de desmineralización de la 
dentina hasta la saturación de la solución13. EDTA al libera factores de crecimiento que pueden facilitar la ad-
hesión de células mesenquimales indiferenciadas e inducir su diferenciación en odontoblastos y osteoblastos17. 
Factores de crecimiento, incluido el factor de crecimiento de fibroblastos 1 y 2 (FGF-1, FGF-2), el factor de 
crecimiento transformante 1 (TGF-1), la proteína osteomorfogenética 2 (BMP-2), el factor de crecimiento de-
rivado de plaquetas (PDGF) y factor de crecimiento epidérmico (EGF), así como factores angiogénicos como 
el factor-factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), que regulan las respuestas inmunes, angiogénicas, 
de reclutamiento celular, proliferación y diferenciación, que servirán como guía celular en protocolos dirigidos 
a tejidos regeneración18. El sistema TGF-β regula una variedad de procesos biológicos, incluida la morfogéne-
sis, el desarrollo embrionario, la reparación de tejidos y la inflamación19. Cassidy y cols.20 detectaron isoformas 
de TGF-β  en el contenido orgánico e inorgánico de la dentina, predominando el TGF-β1. Los receptores de 
tipo I y II para TGF-β  fueron informados en células pulpares por Toyono y cols21, que sugiere fuertemente la 
funcionalidad de este factor de crecimiento en el tejido pulpar. 

Estos autores también correlacionan la expresión de TGF-β 1 durante la fase de síntesis de proteínas por 
células de tipo odontoblastos. La aplicación de TGF-β1 y TGF-β3 al tejido pulpar de ratas cultivadas indujo la 
producción de dentina restauradora22. De hecho, TGF-β1 condujo a una mayor síntesis de ADN por las células 
pulpares in vitro, lo que sugiere su potencial inductor de la proliferación23. Shiba y cols.24 demostraron un ma-
yor contenido de proteínas, producción de fibronectina e inducción de la proliferación. Este último fenómeno 
inducido por TGF-β1 también fue demostrado por Melin y cols25, en cultivo de tejido de pulpa dental humana. 
Las BMP’s constituyen la subfamilia más grande de la superfamilia TGF-β26, con la excepción de la proteína 
BMP-1, que participa en el proceso de lisis de las fibras de colágeno maduras y cuya estructura no se asemeja 
a la de la familia de TGF-β27-29. Pero actualmente Ivica y cols.(30), muestra la liberación de TGF-β1 de premo-
lares humanos maduros e inmaduros depositados en dentina peritubular.
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Galler y cols31, señalan que el acondicionamiento de la dentina favorece la migración celular, ya que, al 
promover la liberación de factores de crecimiento, estos pueden difundirse a la sangre del conducto radicular, 
estableciendo un gradiente que promueve la migración celular dentro del conducto y la adhesión a las paredes 
de la dentina. Además, los factores de crecimiento expuestos en la dentina favorecen la diferenciación de las 
células adheridas. Hashimoto y cols32, concluyeron que la irrigación final con EDTA durante 10 minutos de 
discos de dentina bovina pretratados con 1,5% de NaOCl aumenta la adhesión y diferenciación celular, ya 
que además de eliminar la capa de frotis y exponer factores de crecimiento, también expone componentes de 
la matriz, como los tipos de colágeno. I, III y V, o glicosaminoglicanos, con posterior activación de la señali-
zación de la integrina / PI3K, fundamentales para la recuperación de la superficie dentinaria, alterada por el 
pretratamiento con NaOCl. Una mayor adhesión celular está relacionada con el aumento de la humectabilidad 
de la superficie provocada por el uso de EDTA. El efecto quelante del EDTA depende de factores como pH, 
temperatura, concentración, presentación y sus asociaciones, además del tiempo de contacto, destacando que 
el tiempo óptimo de desmineralización es de 15 minutos33-35. Calt y Serper36 informan que el EDTA quela los 
iones Ca + así como otros cationes divalentes, desmineraliza la dentina y elimina los componentes inorgáni-
cos de la capa de frotis. EGTA se une más específicamente a los iones de calcio y comparó la eliminación de 
la capa de frotis entre EDTA al 17% y EGTA al 17% y los dos posteriormente se regaron con NaOCl al 5% 
y mostraron que el EDTA lo eliminó por completo causando erosión, y el EGTA también eliminó la capa de 
frotis sin causar erosión. Otro desmineralizador utilizado en Endodoncia es el ácido cítrico, que es un ácido 
orgánico débil que tiene propiedades descalcificantes similares al EDTA, siendo menos citotóxico37-39. Dado lo 
anterior, es evidente que el tratamiento superficial de la dentina intracanal con soluciones irrigantes con capaci-
dad desmineralizante puede interferir positivamente en la adhesión y diferenciación celular, jugando un papel 
importante en los procedimientos de endodoncia regenerativa. Encontrar la solución desmineralizante más 
eficaz, menos citotóxica, que promueva una mayor humectabilidad de la superficie dentinaria, sin provocar su 
erosión, liberando los factores de crecimiento presentes en la matriz orgánica, es de suma importancia para el 
éxito de la regeneración pulpar.

Materiales y métodos
Cultivo celular

El proyecto se llevó a cabo después de la aprobación del Comité de Ética de la Facultad de Odontología de la 
Universidad de São Paulo (Dictamen No. 2.253.947, CAAE: 73429617.0.0000.0075).

Se utilizaron células del linaje SCAP (células tronco de la papila apical) previamente caracterizadas, las 
cuales fueron criopreservadas en el biodepósito celular del Laboratorio de Investigación Básica del Departa-
mento de Odontología de la Facultad de Odontología de la Universidad de São Paulo.

Descongelación y expansión celular

Para el descongelamiento y cultivo de las células de la papila apical, se utilizó medio de Eagle modificado α 
(Gibco, Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, EE. UU.), Suplementado con 15% de suero fetal bovino 
(FBS) (Gibco), 2 mM L- glutamina (Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, EE. UU.), Lascorbate-2-fosfato 
100 µM (Sigma-Aldrich, St. Louis, EE. UU.), Penicilina 100 U / ml y estreptomicina 100 µg / ml (Invitrogen). 
Los frascos de cultivo se mantuvieron en incubadora a 37oC con 5% de CO2 y 100% de humedad hasta que 
las células alcanzaron el 70% del área cultivable, con cambios de medio cada 2-3 días. La expansión celular 
se realizó donde la capa celular se lavó con PBS (1X, tampón salino-fosfato pH = 7,2; LGC Biotechnology) 
y se utilizó una solución de tripsina al 0,25% (1 ml) que contenía ácido etilendiaminotetraacético para la eli-
minación (EDTA) 1 mM (Invitrogen / Gibco), durante 3 minutos a 37oC. La tripsina se inactivó con medio de 
cultivo que contenía PBS y las células en suspensión se centrifugaron a 800 x g / 5 min / TA. Se mantuvieron 
nuevamente alícuotas de esta suspensión celular en un horno a 37oC con 5% de CO2 y 100% de humedad. El 
uso de células se produjo a partir del cuarto pase en adelante.

Preparación de discos de dentina

Los premolares y terceros molares humanos sanos se obtuvieron de Biobanco fa FOUSP - División de dientes 
humanos y se almacenaron en una solución de cloramida al 0,5%.

Se extrajo la corona (Isomet; Buehler Ltd, Evanston, IL) y se seccionó la raíz longitudinalmente en dos 
mitades. De la superficie interna de cada raíz se obtuvieron discos de 4 mm de ancho, obtenidos con la ayuda 
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de una trépano de 4 mm y 1 mm de espesor. Fueron pulidos en papel de lija de peso decreciente (600-, 800-, 
1000- y 2000). Las muestras se mantuvieron en EDTA al 17% durante 1 min en un baño ultrasónico para eli-
minar la capa de frotis y se enjuagaron en PBS durante 1 min.

Para imitar el protocolo de revascularización, los discos se irrigaron con 100 µl de NaOCL al 1,5% du-
rante 1 min. Los discos de dentina se lavaron con 200 µl de PBS y se dividieron en 4 grupos experimentales: 
PBS (control negativo), EDTA al 17%, EGTA al 17% y ácido cítrico al 15%. Las muestras se sumergieron en 
100 µl de solución y se incubaron durante 1 minuto a temperatura ambiente. Luego, las muestras se retiraron y 
se colocaron individualmente en pocillos de placas de 96 pocillos que contenían 100 µl de α-MEM 15% FBS.

Ensayo de adhesión celular

Las células se separaron de los matraces, se centrifugaron a 800 x g / 5 min / RT y se contaron ajustadas a una 
concentración de 8 x 104 células / mL y se distribuyeron en cada pocillo en un volumen de 100 µL, totalizando 
8 x 103 células / pocillo. Después de 4 h para permitir la adhesión, se añadieron 100 µl de medio completo por 
un total de 200 µl.

Las células se cultivaron durante 48 horas para el análisis SEM de la adhesión en los discos y durante 7 
y 21 días para la extracción de ARN.

Extracción de ARN para la expresión génica de BMPR1, BMPR2 y TGFBR1 a partir de células papila-
res apicales

La expresión génica de BMPR1, BMPR2 y TGFBR1 de las células de la papila apical se evaluó mediante 
transcripción inversa seguida de reacción cuantitativa en cadena de la polimerasa (RT-qPCR) en muestras 
recolectadas a los 7 y 21 días después de cada uno de los 4 tratamientos propuestos (PBS, EDTA, Citric ácido 
y EGTA) en los discos de dentina.

El ARN total (ARN) se obtuvo homogeneizando las muestras en Trizol [isotiocianato de guanidina 
(TCG) en solución fenol-Invitrogen Brasil LTDA (1mL / 100μL de muestra)]. Se descartó el medio de cultivo 
de cada muestra y luego se agregaron 100 µL de Trizol. La solución se transfirió a tubos de microcentrífuga 
donde se agregaron 900 L de Trizol, totalizando 1000 µL según lo recomendado por el fabricante. En los poci-
llos que contenían discos, estos se transfirieron a tubos y se agitaron vigorosamente con vórtex. Las muestras 
se almacenaron a -80 o C.

Antes de la extracción de ARN, los discos de dentina se desecharon con la ayuda de unas pinzas. Se 
agregaron 300 mL de cloroformo y luego de agitar vigorosamente durante 15 s, las muestras se centrifugaron 
a 13000 g / 15 min / 4oC (Eppendorf Centrifuge 5417 R - Eppendorf, California, EE. UU.). La fase acuosa 
sobrenadante (~ 300 µL) se recuperó en un tubo nuevo y se le añadió 600 µL de isopropanol. A esto le siguió 
otra centrifugación a 13000 g / 10 min / 4oC y se descartó la solución. El sedimento se lavó dos veces con 1 ml 
de una solución de alcohol al 75% en agua más dietilpirocarburo (DEPC) al 0,01%, seguido de centrifugación 
a 7000 g / 5 min / 4oC. Después de secar, el ARN se reconstituyó con agua DEPC al 0,01% (12 µl).

Cuantificación de ARNt

Para estandarizar la cantidad de ARN antes de la transcripción inversa, se cuantificó el ARN total. Se anali-
zaron alícuotas de 2uL por absorbancia a 260 nm y 280 nm en un espectrofotómetro (Synergy HT, Biotek, 
Winooski, EE. UU.), Y se calcularon las concentraciones de ARN considerando la relación 1 AU = 40 μg / mL, 
según la fórmula:

[ARN µg / mL] = Abs X Factor de dilución X 40

Esas relaciones 260RNA / 280PROT entre 1.8 y 2.0 se consideraron adecuadas.

Tratamiento con ADNasa

Para el tratamiento con DNAsa (Sigma) se adicionó 1μL de Tampón 10X, 8μL de RNA + DEPC y 1μL de 
DNAsa I - Invitrogen Brasil LTDA), con un volumen final de 10μL. Luego, las muestras se incubaron a 37oC 
durante 30 min. Posteriormente, se añadió 1 μL de solución de parada (25 μM EDTA) y luego esta solución se 
incubó a 65o C durante 10 min.
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Transcripción inversa

Para la preparación de la hebra de ADN complementario (cDNA) (kit High Capacity RNA to cDNA) se utilizó 
en el producto de la reacción de RNA anterior tratado con DNAsa, de acuerdo con las recomendaciones del fa-
bricante. La mezcla se preparó en tubos de microcentrífuga que contenían 10 μl de tampón RT, 1 μl de mezcla 
enzimática y 9 μl de ARN total + H2O, totalizando 20 μl. La mezcla se incubó a 37ºC durante 60 min y 95ºC 
durante 5 min, las muestras se almacenaron a 4ºC.

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real

Las reacciones de qPCR se realizaron en un volumen final de 10μL conteniendo 1 μL de cDNA (previamente 
transcrito), 0.5 μL del oligonucleótido, 3.5 μL de H2O ultrapura y finalmente 5μL de Taqman Universal Mas-
termix (Thermofisher).

Los oligonucleótidos para TGFBR1, BMPRIA, BMPRIA2, GAPDH utilizados se adquirieron co-
mercialmente (ensayos Taqman - Thermofisher). Las referencias son: TGFBR1 (Hs00610320_m1), BM-
PRIA (Hs01034913_g1), BMPRIA2 Hs00176148_m1) normalizado según la expresión génica de GAPDH 
(Hs02758991_g1).

Las reacciones de qPCR se realizaron por triplicado en placas de 96 pocillos en las siguientes condi-
ciones: 95oC durante 10 min, 40 ciclos de 95oC durante 15 sy 60oC durante 2 min. Todas las reacciones se 
realizaron y analizaron utilizando el equipo ABI PRISM 7000 (Applied Biosystems). Se determinó el primer 
punto por debajo del límite fijo del producto de PCR (umbral de ciclo, Ct) para cada muestra. Los cambios en 
la expresión del gen diana se calcularon usando 2-ɅɅCt, en el que el Ct de la muestra experimental (gen diana 
Ct -Ct GAPDH) se restó del Ct de la muestra de control (gen diana Ct-GAPDH).

Preparación de muestras para análisis en Microscopía Electrónica de Barrido (SEM)

Los discos de dentina se retiraron de los pocillos y se fijaron con paraformaldehído al 4% durante 30 min y se 
deshidrataron utilizando diluciones seriadas de etanol (30%, 50%, 70%, 80%, 90% y 100% durante 10 min 
cada una). Posteriormente, las muestras se secaron y se cubrieron con oro. La adhesión celular se observó 
usando SEM (1000x) (Kitikuson, Srisuwan, 2016).

Análisis estadístico

El análisis estadístico de la expresión génica se realizó utilizando el programa GraphPad Prism 7.0. Las 
diferencias estadísticamente significativas se determinaron mediante el análisis de varianza unidireccional 
(ANOVA) seguido de la prueba de Tukey para comparaciones entre las soluciones desmineralizantes probadas. 
Se adoptó un nivel de significancia del 5% para verificar posibles diferencias entre los grupos experimentales.

El análisis de la adhesión de las células de la papila dental a los discos de dentina fue solo visual.

Resultados
A los 7 días, la expresión de BMPR1 no fue estadísticamente significativa entre las muestras, aunque muestra 
una tendencia creciente para el ácido cítrico (Figura 1A). A los 21 días, hay una reducción en la expresión de 
este receptor en el grupo donde los discos de dentina fueron tratados con PBS (Figura 1B). El tratamiento de la 
dentina con EGTA dio como resultado un aumento significativo del receptor en comparación con PBS.

Con respecto a la expresión de BMPR2, ninguna condición experimental indujo cambios en la expresión 
del gen del receptor para ambos períodos experimentales (Figura 5.1 C y D).

En 7 días, la expresión de TGBR1 no mostró cambios estadísticamente significativos (Figura 5.1 E). A 
los 21 días, hay una reducción significativa en la expresión del receptor en las muestras de dentina tratadas con 
PBS en comparación con MP y MD. Entre los grupos de dentina tratados, EGTA fue el único capaz de inducir 
un aumento significativo en la expresión del receptor TGBR1 (Figura 5.1 F).
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Gráfico 1. Expresión genética relativa de receptores para BMPR1 (1A - 7 días; 1B - 21 días), BMPR2 (1C - 
7 días; 1D - 21 días), TGFBR1 (1E - 7 días; 1F - 21 días). Los datos se obtuvieron por triplicado y represen-

tan la media y la desviación estándar de cada receptor en los diferentes tiempos experimentales.

Graph 1. Relative gene expression of receptors for BMPR1 (1A - 7 days; 1B - 21 days), BMPR2 (1C - 7 
days; 1D - 21 days), TGFBR1 (1E - 7 days; 1F - 21 days). The data were obtained in triplicate and represent 

the mean and standard deviation of each receptor at the different experimental times.
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Adhesión celular bajo microscopía electrónica de barrido

Se observó adhesión celular en todos los grupos experimentales, aunque no hubo una distribución uniforme de 
las células a lo largo de los discos. El pequeño número de células observado en las microfotografías no permi-
tió realizar el análisis estadístico.

Figura 1. Fotomicrografias ilustrativas de la adherencia de las células de la papila apical en los discos de 
dentina tratados com PBS. (1000 x)

Figure 1. Illustrative photomicrographs of the adhesion of apical papilla cells to dentin discs treated with 
PBS. (1000 x)

Figura 2. Fotomicrografias ilustrativas de la adherencia de las células de la papila apical en los discos de 
dentina tratados com EDTA 17% (1000 x)

Figure 2. Illustrative photomicrographs of the adhesion of apical papilla cells to dentin discs treated with 
17% EDTA (1000 x)

Figura 3. Fotomicrografias ilustrativas de la adherencia de las células de la papila apical en los discos de 
dentina tratados com Ácido cítrico 15% (1000 x)

Figure 3. Illustrative photomicrographs of the adhesion of apical papilla cells to dentin discs treated with 
Citric Acid 15% (1000 x)
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Figura 4. Fotomicrografias ilustrativas de la adherencia de las células de la papila apical en los discos de 
dentina tratados com EGTA 17% (1000 x)

Figure 3. Illustrative photomicrographs of the adhesion of apical papilla cells to dentin discs treated with 
EGTA 17% (1000 x)

Discusión
El análisis de la expresión de los genes BMPR1, BMPR2 y TGFBR1 resulta de los discos de dentina previa-
mente tratados con EDTA, EGTA y ácido cítrico muestra que la solución desmineralizante puede interferir con 
la liberación de estos factores de crecimiento.

Los resultados de este estudio concuerdan con los obtenidos por Zhao y cols.16 quienes, al estudiar la 
liberación y localización ultraestructural de TGF-β1, observaron que el tratamiento de la dentina con EDTA al 
17% proporcionó una buena exposición de este factor de crecimiento en la superficie dentinaria, mientras que 
Ácido Cítrico al 10% e Hipoclorito de Sodio a 3 % liberó cantidades significativamente menores. Los autores 
enfatizan que la diferencia entre los efectos del EDTA y el ácido cítrico sugiere que la liberación de TGF-β1 
no solo ocurre debido al efecto desmineralizante de las soluciones, sino que podría estar relacionado con la 
capacidad del EDTA para solubilizar componentes de la sustancia orgánica. matriz de dentina40, además, este 
ácido no desmineraliza en profundidad la fibra de colágeno y solo disuelve el calcio extrafibrilar respetando el 
intrafibrilar41. Entre las soluciones probadas, EGTA a los 21 días indujo una mayor expresión de los recepto-
res BMPR1 y TGBR1. La mayor especificidad de EGTA en el quelato de calcio puede explicar los resultados 
encontrados en este estudio.

En casos de revascularización pulpar de dientes con necrosis y rizogénesis incompleta, las células me-
senquimales indiferenciadas tienen la capacidad de diferenciarse en odontoblastos, produciendo proteínas de 
la matriz dentinaria. Estos procesos están modulados por varios factores de crecimiento20,42 que son capaces 
de regular el comportamiento de las células pulpares. La reparación de la pulpa es un fenómeno complejo, ya 
que muchos de estos factores están involucrados como el factor de crecimiento transformante (TGF-β), las 
proteínas morfogenéticas óseas (BMP), el factor de crecimiento de la insulina (IGF), el factor de crecimiento 
de fibroblastos (FGF) y el derivado de plaquetas. Factor de crecimiento (PDGF)43. EGTA incluso mostrando 
un aumento en la liberación de TGB posiblemente podría ayudar a desarrollar el proceso de regeneración de 
manera más efectiva. En el proceso de regeneración, es fundamental que se produzca la adhesión celular, de 
modo que pueda producirse la proliferación y diferenciación de células mesenquimales indiferenciadas en 
odontoblastos, que producirán nueva dentina. La adhesión celular está mediada por la interacción con proteí-
nas preadsorbidas como fibronectina, vitronectina, colágeno, laminina y fibrina, provenientes de medios de 
cultivo, sangre y fluidos corporales o depositadas por las propias células44. La adhesión celular se ve afectada 
por propiedades de la superficie como la estructura química, la topografia45 y la humectabilidad46,47. Las solu-
ciones desmineralizantes, como EDTA, aumentan la humectabilidad de la superficie de la dentina y pueden in-
ducir una mayor adhesión celular47. El aumento de la adhesión celular puede estar relacionado con el aumento 
de la adhesión de la fibronectina, que es la principal proteína de adhesión y tiende a adsorberse preferentemente 
en superficies hidrófilas46.
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Aunque no hubo una distribución uniforme de las células de la papila apical, la adhesión celular se pro-
dujo en todos los grupos experimentales en los que los discos se trataron con soluciones desmineralizantes. La 
mayor humectabilidad de la superficie de la dentina, promovida por estas sustancias, explica estos resultados.

Deberían realizarse más estudios para aclarar cómo el uso de estas soluciones desmineralizantes, y ahora 
con los interesantes resultados obtenidos con EGTA, afectan la proliferación y diferenciación de las células de 
la papila apical y, por tanto, en los procesos de regeneración.

Conclusiones
El tipo de solución desmineralizante interfiere con la cantidad liberada de factores de crecimiento BMPR1 y 
TGFBR1, presentes en la dentina humana, y EGTA pudo inducir un aumento significativo en la expresión del 
receptor TGBR1.

La naturaleza química de la solución desmineralizante no fue diferente entre las soluciones.
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