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a-MEM: Medio Minimo Esencial Alfa (del inglés: Alpha Minimum Essential Medium)
al Y
pL: Microlitro
pMm: Micrémetro
-C-
CM: Célula madre
CMM: Célula madre mesenquimal
CO:: Dioxido de carbono
ﬁ

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético

hDPSC: Células troncales pulpares dentales humanas (del inglés: Human Dental Pulp Stem
Cells)
-L-

LOT: Lote
__M_
mg: Miligramo
mL.: Mililitro
mm: Milimetro
-N-

Nm: Nanémetro
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PMMA: Polimetilmetacrilato
__R_
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Resumen

Introduccion: La reconstruccion de defectos maxilofaciales ha sido de interés en las
ciencias odontologicas; las cuales se han enfocado en generar materiales que
permitan la migracion, proliferacion y diferenciacion celular para reparar defectos; por
ello, se ha implementado el 6xido de grafeno (OG) cuya nanoestructura facilita su
incorporacion a polimeros como el polimetiimetacrilato (PMMA) mejorando su
biocompatibilidad.

Objetivo: Evaluar la citotoxicidad y proliferacién celular de células troncales pulpares
dentales humanas (hDPSC) en respuesta a un polimero enriquecido con oxido de
grafeno.

Metodologia: Se realizaron experimentos en subcultivos de hDPSC a partir de
cultivos primarios previamente caracterizados, con contacto directo e indirecto de
polimero enriquecido con 6xido de grafeno y polimero convencional (sin éxido de
grafeno). La citotoxicidad se evalué con un bioensayo de MTT a 24 h, para evaluar la
proliferacion celular a 72 horas, 7 dias y 15 dias. Se realizé estadistica descriptiva
(promedio y d.e.) e inferencial (ANOVA).

Resultados y discusion: Para el grupo de polimero convencional en contacto directo
se identificé una viabilidad celular (%) de 90.8+6.2 a24 h,99.9+7.0a 72 h, 120.2+14.6
a 7 dias y 102.9+17.3 a 14 dias; en contacto indirecto: 77.2+8.4 a 24 h, 64.8+21.6 a
72 h, 91.4+16.5 a 7 dias y 63+15.8 a 14 dias. El grupo de polimero enriquecido con
oxido de grafeno en contacto directo: 149.6+14.5 a 24 h, 95.7+6.1 a 72 h, 172.9+16.2
a 7 dias y 95.4+22.8 a 14 dias; en contacto indirecto: 99+21.4 a 24 h, 67.0+9.6 a 72
h, 142+18.7 a 7 dias y 79.1+£3.1 a 14 dias. Estudios recientes, como Garcia-Contreras
et al., 2021 y Jang et al., 2021, mostraron un aumento significativo en la estimulacién
y proliferacion celular en contacto con 6xido de grafeno (OG). Scarano et al., 2021
también informaron mejor osteointegracion con implantes de polimero enriquecido
con 6xido de grafeno.

Conclusiones: El polimero enriquecido con 6xido de grafeno estimula la proliferacion
celular al evidenciar mayor confluencia celular siendo evaluadas mediante ensayo de
MTT en comparacion con el polimero convencional.

Palabras clave: hDPSC, citotoxicidad, proliferacion, polimero, grafeno.
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Abstract

Introduction: The reconstruction of maxillofacial defects has been of interest in dental
sciences; which have focused on generating materials that allow migration,
proliferation and cell differentiation to repair defects; therefore, graphene oxide (GO)
has been implemented whose nanostructure facilitates its incorporation into polymers
such as polymethylmethacrylate (PMMA) improving its biocompatibility.

Objective: To evaluate cytotoxicity and cell proliferation in pulp stem cells (hDPSC)
in response to a polymer enriched with graphene oxide.

Methodology: Experiments were carried out on hDPSC subcultures from previously
characterized primary cultures, with direct and indirect contact of polymer enriched
with graphene oxide and conventional polymer (without graphene oxide). Cytotoxicity
was evaluated with an MTT bioassay at 24 h, to evaluate cell proliferation at 72 hours,
7 days and 15 days. Descriptive statistics (average and STD) and inferential (ANOVA)
were performed.

Results and discussion: For the group of conventional polymers in direct contact, a
cell viability (%) of 90.8+6.2 at 24 h, 99.9+7.0 at 72 h, 120.2+14.6 at 7 days and
102.9+17.3 at 14 days was identified; in indirect contact 77.2+8.4 at 24 h, 64.8+21.6
at 72 h, 91.4+16.5 at 7 days and 63+15.8 at 14 days. The polymer enriched with
graphene oxide group in direct contact: 149.6+14.5 at 24 h, 95.7+x6.1 at 72 h,
172.9+£16.2 at 7 days and 95.4+22.8 at 14 days; in indirect contact 99+21.4 at 24 h,
67.0£9.6 at 72 h, 142+18.7 at 7 days and 79.1+3.1 at 14 days. Recent studies, such
as Garcia-Contreras et al., 2021 and Jang et al., 2021, showed a significant increase
in cell stimulation and proliferation in contact with graphene oxide (GO). Scarano et
al., 2021 also reported better osseointegration with polymer enriched with graphene
oxide implants.

Conclusions: Polymer enriched with graphene oxide stimulates cell proliferation by
showing greater cell confluence being evaluated by MTT assay compared to

conventional polymer.

Keywords: hDPSC, cytotoxicity, proliferation, polymer, graphene.
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Introduccion

Actualmente, uno de los mayores retos de la odontologia, asi como de la
medicina, es la reconstruccion de defectos maxilofaciales (Pefion et al., 2011); por lo
que las ciencias odontolégicas se han enfocado en encontrar materiales
restauradores, que sean lo mas altamente biocompatibles y permitan a las células
migrar, proliferar y diferenciarse para poder reparar defectos en los tejidos
(Leyendecker et al., 2018); esto debido al incremento en la demanda de colocacion
de injertos, implantes, regeneraciones 0seas o tisulares para lograr rehabilitaciones
funcionales y estéticas. A partir de ello, se ha comenzado a implementar el uso del
oxido de grafeno.

El grafeno, un derivado del grafito, se caracteriza por presentar una estructura
hexagonal cristalina basada en &omos de carbono, y al compararlo con otras
nanoestructuras de carbono, presenta mejor grado de biocompatibilidad debido a sus
caracteristicas superficiales.

Existen dos derivados que surgen a partir del grafeno:

1) Oxido de grafeno: se obtiene por oxidacion de grafito.
2) Grafeno reducido: puede sintetizarse mediante la reduccion de Oxido de
grafeno.

El grafeno y sus derivados tienen amplias aplicaciones en la ciencia y la tecnologia
debido a sus propiedades fisicoquimicas como: conductividad eléctrica,
transparencia, biocompatibilidad, rigidez, resistencia mecénica.

Entre los principales usos del grafeno destacan: terapia y localizacién de lesiones
cancerigenas, ingenieria tisular, biosensores, administracion de farmacos, entre
otros. Tiene una alta biocompatibilidad, posibilidad de interaccion con células
troncales, y actividad antibacteriana (Rodriguez et al., 2020).

El polimetilmetacrilato (PMMA) es un polimero incoloro con alta transmitancia de
luz y quimicos, intemperismo y propiedades de resistencia a la corrosion, baja
densidad, estética, bajo costo, facil manipulacion, entre otras (Kausar, 2019; Zafar,
2020). La incorporacion de particulas de Oxido de grafeno en compuestos de
polimetilmetacrilato, sugieren una menor higroscopia, mayor estabilidad dimensional,
de color, menor proliferacion bacteriana e induccion a proliferacion celular en contacto
con células troncales pulpares.

El polimero enriquecido con éxido de grafeno afiadido al PMMA en odontologia
beneficia la regeneracion de tejidos, reduciendo tiempos, costos y procedimientos
quirdrgicos. Esta investigacion evalud la citotoxicidad y proliferacién de células
troncales pulpares dentales humanas (hDPSC) en respuesta al polimero.

10
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CAPITULO 1
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Marco tedrico

1. Ingenieria tisular

En 1987 Fung acuio el concepto de “ingenieria tisular”. La ingenieria tisular es
un campo multidisciplinar basado en la combinacién de células y/o proteinas con
biomateriales para generar estructuras biolégicas que permitan mejorar, restaurar o
mantener la funcién de un tejido no funcional o que se encuentra afectado (Rodriguez
et al., 2020; Orive et al., 2003; Escorcia et al., 2020). La concepcion de esta idea se
origind mediante la integracion de conocimientos provenientes de diversas disciplinas,
tales como la bioquimica, la biologia celular y molecular, que posteriormente se
aplicaron en la ingenieria para el desarrollo de nuevos tejidos (Falke et al., 2000).

Los tres fundamentos principales de la ingenieria tisular se representan en la
figura 1: (Rosales et al., 2020).

Células

Andamios

/

Figura 1. Tres fundamentos de la ingenieria tisular. Fuente: Propia

El desarrollo de esta tecnologia ha contribuido significativamente a la
implementacion de la ingenieria tisular para su uso en medicina y odontologia. El
PMMA es considerado un andamio sintético polimérico (Curbelo et al., 2020).

2. Polimetilmetacrilato

El polimetilmetacrilato (PMMA) es reconocido como uno de los polimeros mas
prominentes dentro de la familia de los metacrilatos, siendo producido mediante la
polimerizacién en cadena del metacrilato de metilo. Debido a su facil manipulacion,

12
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estética, bajo costo, procesabilidad, versatilidad para dar forma, baja densidad,
estabilidad y durabilidad, se ha constituido como el principal material en la elaboracion
de protesis, restauraciones provisionales, férulas, aparatos ortopédicos, obturadores,
coronas provisionales, entre otros (Parra-Castafieda et al., 2018; Diez-Pascual et al.,
2022).

Los materiales elaborados con este polimero se obtienen a base de dos
componentes fisicos: el mondmero liquido (metacrilato de metilo), el cual, al
mezclarse con el polimero, cuya presentacion es en polvo (polimetilmetacrilato), da
como resultado el polimetilmetacrilato.

Debido a sus propiedades fisicas de absorcién y liberacion de agua, este
material presenta baja estabilidad dimensional, por lo cual el material sufre de
tensiones internas que a su vez generan grietas que pueden ocasionar fracturas. Es
por ello que la sorcion y solubilidad del PMMA debe ser lo mas baja posible (Parra-
Castafieda et al., 2018).

El campo de la nanotecnologia ha tenido avances significativos debido a las
interacciones establecidas entre los nanomateriales y los polimeros. Los
nanocompuestos poliméricos fueron los productos de esta interaccidén, ya que
evidenciaban una mejora significativa en las propiedades de los materiales con la
incorporacion de nanoparticulas. Entre estas propiedades destacan la resistencia a la
flexion, solubilidad, conductividad eléctrica, propiedades épticas, estabilidad térmica,
asi como propiedades biolégicas del material (Ali et al., 2015).

3.0Oxido de grafeno

Los nanomateriales como el grafeno se obtienen a través de diferentes
elementos o compuestos quimicos. Uno de los principales elementos que han sido
estudiados, es el carbono (Medrano et al., 2012). El carbono presenta una variedad
de formas alotrépicas, entre las que se que incluyen estructuras tridimensionales
como lo son el diamante y el grafito, estructuras bidimensionales tales como el
grafeno, estructuras monodimensionales como los nanotubos y cero dimensionales
como los fullerenos (Rodriguez- Gonzalez et al., 2008).

El 6xido de grafeno (OG) es la forma oxidada de grafeno obtenido a partir de
la oxidacion del grafito, se compone principalmente de atomos de carbono (C),
oxigeno (O) e hidrégeno (H) (Lunavictoria, 2020).

Existen diferentes métodos utilizados en la sintesis de OG: exfoliacion
mecanica, que consiste en romper las interacciones entre cada capa de grafeno;
deposicion quimica de vapor, una descomposicion catalitica de hidrocarburos en la
superficie de un mecanismo catalizador; y el método Hummer, que es un método

13
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guimico donde el grafito se oxida con concentrado acido sulfurico y otros oxidantes
como el potasio permanganato (KMnO4) (Cepeda et al., 2017).

En cuanto a los aspectos fisicos, quimicos y mecanicos, las propiedades del
OG, este es un rigido, casi transparente material que resiste grandes fuerzas y
presenta elasticidad, conductividad térmica, impermeabilidad, conductividad,
biocompatibilidad y resistencia mecanica (Garcia-Contreras et al., 2021).

4. Ciclo celular

El ciclo celular se define como un proceso coordinado y ordenado mediante el
cual las células eucariotas pasan por diferentes procesos para llevar a cabo la
obtencién de dos células hijas. Dichos procesos tienen como finalidad el crecimiento,
duplicacion del material genético y la division celular (Cruz et al., 2014).

El proceso de ciclo celular se divide para su estudio en dos etapas principales:
interfase y fase M (divisién). La interfase abarca la mayor parte del ciclo, ya que
ocurren diversos procesos celulares y bioquimicos; esta a su vez se divide en tres
fases: G1 (fase de crecimiento 1), S (se realiza la sintesis de ADN, duplicacion de
material genético de la célula) y G2 (fase de crecimiento 2) (Fragoso et al., 2004).

Interfase

Fase G1: También conocida como fase de crecimiento 1, se caracteriza por la
presencia de intensa actividad bioquimica; se lleva a cabo la sintesis de
proteinas, se incrementa el material enzimatico, se replican los organelos y
diversas moléculas, logrando en consecuencia el aumento del tamafio de la
célula y prepararla para la posterior duplicacion del ADN (Diaz et al., 2003).

Fase S: Es en esta fase donde se da lugar a la duplicacion del ADN nuclear.
Durante este proceso cada cromosoma duplica su material genético,
generando asi dos cromatides hermanas; las cuales se unen por un
centromero y cohesinas (anillo de proteinas). El objetivo principal de esta fase
es duplicar el material genético conservando el mismo nimero de cromosomas
(Vidales et al., 1993).

Fase G2: Durante la fase G2 o de crecimiento 2, la célula exhibe una notable
actividad metabdlica. En esta etapa se verifica que la sintesis de ADN se haya
realizado en su totalidad. La célula experimenta un crecimiento continuo; el
cual es fundamental para que ocurra la division del nlcleo. Esta fase también
es crucial para garantizar que la célula se encuentre en condiciones Optimas
para proceder a la fase de mitosis (Mufieton, 2006).

14
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Mitosis

Profase: La profase tiene lugar en la transicion de la interfase al proceso de
mitosis. Es en esta fase donde la cromatina logra condensarse para formar
cromosomas, los cuales no se encuentran aun alineados al centro de la célula,
asimismo se forma el huso mitético y el nucleolo ya no es visible (Segura-
Valdez, 2008).

Prometafase: Es en esta etapa donde los cromosomas se condensan alin mas
y se compactan; los microtubulos del huso mitético se unen a los cromosomas
condensados por medio de las estructuras proteicas de los centromeros de los
cromosomas (cinetocoros) y comienzan a alinearse hacia el centro de la célula
(Rodriguez-Gomez et al., 2014).

Metafase: Durante la metafase los cromosomas se alinean en el plano
ecuatorial de la célula, esto debido a las fuerzas ejercidas de manera opuesta
sobre los cromosomas a través de los microtubulos del huso mitotico. Su
principal objetivo es la correcta segregacion de cromosomas y la distribucion
del material genético para la posterior division (Varetti et al., 2008).

Anafase: Se considera una de las fases cruciales en el proceso del ciclo
celular, ya que los cromosomas que han sido duplicados se separan,
moviéndose hacia los polos opuestos de la célula, lo que garantiza que cada
célula hija contenga una copia exacta del material genético. Esto provoca una
elongacion de la célula (Scholey et al., 2016).

Telofase: Fase que se caracteriza por la reorganizacion de la envoltura
nuclear, los cromosomas que fueron previamente condensados comienzan a
descondensarse para extenderse dando lugar a su completa separacién, asi
como la citocinesis, que es la division del citoplasma celular (Lomanto et al.,
2003).

5. Células troncales

Las células troncales, también conocidas como células madre, son una linea
celular dentro de un organismo con potencial de autorrenovaciéon y capacidad de
diferenciacion en uno o varios tejidos. Estas células desempefian funciones cruciales
en diversas etapas del desarrollo embrionario. La capacidad de autorrenovacion que
poseen les permite mantener una poblacion estable de células madre a lo largo de
tiempo y asegurar la disponibilidad continua en el organismo; mientras que su
capacidad de diferenciacion les permite generar células especializadas que
componen los tejidos y 6rganos del cuerpo, de esta forma contribuyen al desarrollo,
mantenimiento de la estructura y funcion de los 6rganos y tejidos (Bernal et al., 2020).
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Las células mencionadas se han recolectado de varias fuentes, que incluyen
la médula 6sea, tejido adiposo (especificamente de la bolsa de grasa de Bichat), el
cordon umbilical, asi como de diversos tejidos de la cavidad oral, como la pulpa dental,
el ligamento periodontal, la papila dental, los dientes deciduos exfoliados humanos y
el epitelio gingival (Bernal et al., 2020).

Segun su origen las células madre pueden clasificarse en:

Células Madre Embrionarias (CME): Las células madre embrionarias se
encuentran en etapas muy tempranas del desarrollo embrionario. Se
caracterizan por su potencial para diferenciarse en cualquier tipo de célula del
cuerpo humano; esta caracteristica las convierte en una fuente invaluable para
la regeneracion de tejidos y terapia celular. Su obtencion de puede dar a partir
de (Arias et al., 2009):

e Embriones no utilizados de fecundacion in vitro.

e Embriones creados a partir de células somaticas (células no

germinales).
e Lineas existentes de CME (a partir de cultivos celulares).

Células Madre Adultas (CMA):

Las células madre adultas, también conocidas como 6rgano-especificas, son
un tipo de células madre que se encuentran en tejidos especificos del cuerpo
luego del nacimiento y durante la vida. Una de sus caracteristicas principales
es que su capacidad para diferenciarse se encuentra limitada, teniendo como
principal objetivo el mantener y reparar los tejidos donde se encuentran. Su
obtencion se puede dar por medio de la médula 6sea, tejido adiposo, piel,
hueso trabecular, ligamento periodontal, entre otros (Mata-Miranda et al.,
2013).

Segun su capacidad para diferenciarse en distintos tipos celulares las CM se
clasifican en:

Totipotenciales: Se definen como células especializadas, capaces de
diferenciarse en todos los tipos celulares del cuerpo humano. Sus
caracteristicas les permiten formar tejido embrionario y extraembrionario
(trofoblasto de la placenta). Es posible encontrarlas en el cigoto y sus primeras
dos divisiones (Prosper et al., 2003).

Pluripotenciales: Estas células tienen la capacidad de especializarse en los
tres tipos de tejidos: endodermo, mesodermo y ectodermo; pero no poseen la

capacidad de generar tejido extraembrionario (Orta et al., 2011).

Multipotenciales: Son un tipo de CM cuyo potencial de diferenciacion se
encuentra restringido, pues solo pueden diferenciarse hacia un cierto linaje
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celular. Desempefian un papel fundamental en relacion con la regeneracion y
mantenimiento de los tejidos adultos; contribuyen a la homeostasis corporal
(Valero et al., 2010).

Unipotenciales: A diferencia de las células totipotenciales o pluripotenciales,
este tipo de células solo es capaz de diferenciarse en un solo tipo celular
especifico (células altamente especializadas). Un ejemplo de estas son las
células madre germinales (Quesada et al., 2017).

—_ O Totipotenciales @

Tres lineas
germinales

e Pluripotenciales @

y placenta

Tres lineas
germinales

(o)
© o0
e e

% hematopoyéticas
Multipotenciales l

[
& ° e,
— Todas las cel.
sanguineas

Unipotenciales @ ‘ ’

SCde Hepatocitos
hepatocitos

Figura 2. Esquema Clasificacion de las células madre por su origen y por su
potencial de diferenciacion. Fuente: Alison et al., 2009.

6. Células Madre Mesenquimales

Las células madre mesenquimales (CMM), también denominadas células
madre estromales, representan un tipo de células madre multipotentes que muestran
una morfologia similar a la de los fibroblastos. Poseen plasticidad para diferenciarse
en diversos tipos celulares, entre los que destacan células 6seas, musculares,
adiposas, cartilaginosas, etc. Pueden ser aisladas de la médula 0sea, el cordon
umbilical, tejido adiposo, higado, ligamento periodontal, pulpa dental, entre otros; y
proliferadas mediante técnicas de cultivo in vitro (Pardo, 2005; Romero et al., 2007;
Socarras-Ferrer et al., 2013; Garcia-Contreras et al., 2017; Guadix et al., 2017).
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7. Células Troncales Pulpares Dentales Humanas (hDPSC)

También conocidas como células madre pulpares dentales o por sus siglas en
inglés hDPSC (Human Dental Pulp Stem Cells) son células multipotentes y tienen la
capacidad de diferenciarse en diversos linajes celulares y autorrenovarse; por su facil
obtencién son uno de los tipos de células troncales mas estudiados, pues es posible
aislarlas a partir de terceros molares y/o dientes supernumerarios, asi como dientes
permanentes y primarios; si estas se aislan durante la formacion de la corona, tienden
a tener un mayor potencial proliferativo.

Suelen tener una morfologia fibroblastoide, sin embargo, esta puede variar
dependiendo de las condiciones del cultivo celular (Jucht et al., 2014; Rendon et al.,
2011; Sanchez-Goémez et al., 2022).

8. Aislamiento y cultivo de hDPSC

El cultivo celular se define como el conjunto de técnicas utilizadas para el
crecimiento y mantenimiento de células bajo un entorno controlado en laboratorio (in
vitro), conservando de esta forma sus propiedades genéticas, fisiologicas y
bioquimicas. Las aplicaciones de estos cultivos varia desde la investigacion de
biologia celular, molecular, ingenieria de tejidos, entre otros (Garcia-Contreras et al.,
2017; Merino et al., 2015).

Paralograr el aislamiento y cultivo de las hDPSC debe extraerse el tejido pulpar
de los dientes, el cual es sometido a procesos de fragmentacién y enziméaticos. Una
vez obtenidas las células madre, deben ser cultivadas en platos con un medio de
cultivo suplementado; el cual aporta los factores de crecimiento y nutrientes
necesarios. Durante este periodo las células logran proliferar y es posible mantenerlas
en un estado indiferenciado o bien, inducir su diferenciacion. Los cultivos de hDPSC,
son sin duda de gran importancia para la ciencia, pues nos permite estudiar su
comportamiento, su potencial uso en terapias regenerativas, ingenieria tisular,
respuesta ante agentes infecciosos etc. (Morales-Sanchez et al., 2019; Santiago et
al., 2014).

Algunas de las caracteristicas principales que debe tener un cultivo celular se
describen en la siguiente figura:
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Conjunto de técnicas in vitro

Caracteristicas fisiol6gicas semejantes in vivo

Homogéneo

/

Figura 3. Aislamiento y cultivo celular. Caracteristicas. Fuente: Propia
9. Caracterizacién hDPSC

Las células troncales pulpares dentales humanas fueron aisladas por primera
vez en el afio 2000. Presentan una morfologia celular similar a los fibroblastos
humanos cuando se encuentran en MEM. Para su caracterizacion inmunofenotipica
se lleva a cabo un analisis de marcadores de superficie, donde se obtuvieron los
siguientes resultados (Gotta et al., 2021; Lei et al., 2021):

« CD29, CD44, CD73, CD90, CD105,
Marcadores CD117, CD146, CD271, CD166 asi
positivos como STRO-1

* CD11b,CD14,CD19,CD34, CD45,
CD79,CD106 y HLA-DR

Figura 4. Caracterizacion hDPSC. Fuente: Propia
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10. Proliferacion celular

El término de proliferacion celular hace referencia al proceso mediante el cual
las células logran multiplicarse y reproducirse para aumentar su namero; lo cual es
de vital importancia para el crecimiento, desarrollo, regeneracion y reparacion de
tejidos. Frecuentemente, se emplean ensayos para evaluar la proliferacion, viabilidad
y citotoxicidad de las células en cultivo para controlar su respuesta y la salud de éstas
tras ser sometidas a diversos estimulos. Existen diversos medios de cultivo que
propician el mantenimiento celular in vitro (Zhu et al., 2019).

Para llevar a cabo la medicién de la proliferacion celular existen diversos
métodos utilizados en laboratorio, entre los que destacan:

Conteo celular: Se realiza mediante el desprendimiento de células. Consiste
en el recuento manual de la cantidad de células presentes de una muestra en
un momento determinado; para ello se hace uso del microscopio y un
hematocitometro (camara de Neubauer) o un contador celular automatizado
(Yadav et al., 2014).

Ensayos de proliferacion celular basados en la actividad metabdlica: Se
evalla mediante la reduccion metabdlica del reactivo MTT (bromuro de 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio). Este proceso se lleva a cabo por la
enzima mitocondrial presente en la célula (succinato-deshidrogenasa), lo que
permite registrar la actividad y funcién de las mitocondrias (Riss et al., 2016).

11. Citotoxicidad

Se define como citotoxicidad celular a la capacidad que posee un agente
(quimico, fisico, bioldgico, ambiental) o sustancia para alterar las funciones basicas
de la célula y/o producir muerte celular. Es de suma importancia en diversos campos
de la ciencia, como la toxicologia, farmacéutica, desarrollo de nuevos materiales,
cosmeéticos, entre otros.

Para su estudio existen ensayos especificos que han sido disefiados para
evaluar parametros como la viabilidad y proliferacion celular al ser expuestas ante
sustancias. Uno de los ensayos mas utilizados es el de MTT (Gallegos-Hernandez,
2018).

Entre los principales objetivos de los ensayos de citotoxicidad, destacan:

Evaluar posibles efectos adversos de productos/sustancias.
Comprender los mecanismos de citotoxicidad.

Identificar posibles riesgos a la salud.

Facilitar el desarrollo de tratamientos mas efectivos y seguros.
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12. Ensayo MTT

El ensayo de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) es
el ensayo mas comunmente utilizado para evaluar la citotoxicidad. Se basa en la
capacidad celular de reducir el MTT, el cual es un colorante de tetrazolio que
finalmente se reduce a un precipitado color azul/purpura (cristales de formazan)
debido a la accion de la enzima mitocondrial (succinato deshidrogenasa) de las
células vivas; de esta forma la cantidad producida de formazan esta correlacionada
con la viabilidad celular de la muestra.

El procedimiento a seguir para llevar a cabo el ensayo de MTT consiste en el
cultivo celular, la adicion de MTT durante 4 h en concentracion de 0,2 mg/mL disuelto
en medio suplementado, transcurridas esas horas se observa bajo el microscopio la
formacion de cristales de formazan, los cuales deben ser disueltos con
dimetilsulfoxido (DMSO). Finalmente, la cantidad de células viables se registra
mediante una lectura de absorbancia (densidad oOptica) a 570 nm a través de un
espectrofotometro (Gallegos-Hernandez, 2018).

Este ensayo es ampliamente utilizado por su simplicidad, sensibilidad y facil
reproducibilidad.
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Antecedentes

En el afio 2004, Andre K. Geim y Konstantin S. Novoselov lograron el
descubrimiento y aislamiento del grafeno por primera vez en el Instituto de Materia
Condensada en la Universidad Manchester, Inglaterra. Este evento significativo se
alcanzé utilizando una técnica simple: colocaron un trozo de cinta adhesiva sobre la
superficie de un material de grafito y luego lo retiraron, logrando extraer cristales de
grafeno con un espesor de solo una monocapa (Villalén, 2016). En 2010, André Geim
y Konstantin Novoselov recibieron el Premio Nobel de Fisica por sus experimentos
pioneros con el grafeno, un material notable por ser bidimensional. A partir de este
acontecimiento se generd un creciente interés en la comunidad cientifica hacia el
grafeno y sus posibles aplicaciones (Valencia, 2011).

En 2010, Goncalves et al., llevaron a cabo la modificacion del
polimetilmetacrilato (PMMA) adicionandolo con 6xido de grafeno como relleno. Para
llevar a cabo este procedimiento, funcionalizaron la superficie del OG. Tras realizar el
estudio observaron que la incorporacién del OG en una concentracién del 1% en peso
resulta efectiva para mejorar la dureza del PMMA. Ademas, concluyeron que esta
modificacién proporciona un material con mayor ductilidad y estabilidad térmica
(Chavez-Palacios, 2022).

Fue en 2015 cuando Ghosh et al., introdujeron una monocapa de grafeno puro
al polimetilmetacrilato y llevaron a cabo estudios para evaluar sus propiedades de
resistencia flexural, conduccién eléctrica y térmica. Su estudio evidencidé un aumento
en la estabilidad térmica, eléctrica y un notable incremento de la resistencia flexural
(Ghosh et al., 2015).

En un estudio realizado por Garcia-Contreras et al., 2020, se evalu6 la
capacidad del 6xido de grafeno para potenciar la proliferacion y regeneracion celular,
asi como su biocompatibilidad, las propiedades fisico-quimicas del material (PMMA
modificado con OG) también fueron evaluadas. Los hallazgos sugieren que tanto el
PMMA modificado con OG como el OG (aislado) presentan una aceptable
biocompatibilidad. Ademas, se observé que la incorporacién del OG estimula la
proliferacion y regeneracién celular, y a su vez contribuye a potencializar las
propiedades fisicas y mecanicas del polimetiimetacrilato (Garcia-Contreras et al.,
2020).

En los ultimos afios, se ha propuesto el uso de nanorellenos para potenciar las
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas del polimetilmetacrilato (Ali et al., 2021).

La incorporacion de nanoparticulas de alumina (Al203) en PMMA fue
estudiada en 2013 por Asar et al., reportando mejoras en la flexion, resistencia y
dureza de la superficie (Asar et al., 2013).
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Argueta-Figueroa et al., 2018 llevaron a cabo la incorporacion de
nanoparticulas de cobre en PMMA exhibiendo inhibicion de crecimiento bacteriano y
una citotoxicidad dosis-dependiente donde esta incrementa en funcién del tiempo de
exposicion (Argueta-Figueroa et al., 2018).

Nanoparticulas de plata han sido incorporadas en PMMA, demostrando que

logra tener un efecto antifingico y no citotéxico en contacto con fibroblastos gingivales
humanos. (Acosta-Torres et al., 2021).
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CAPITULO 2
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Planteamiento del problema

El polimetilmetacrilato (PMMA) es un material polimérico comunmente utilizado
en diversas areas de la odontologia, entre sus principales usos destacan la confeccién
de protesis provisionales y definitivas, restauraciones provisionales, botones para
crear perfiles de emergencia, elaboracion de férulas, aparatos ortopédicos,
obturadores, entre otros (Parra-Castafieda et al., 2018).

Este material es ampliamente utilizado debido a su facil manipulacion, estética,
adaptabilidad, durabilidad y bajo costo; sin embargo, presenta ciertas desventajas
desde el punto de vista de la ingenieria tisular, ya que es considerado un material
bioinerte, incapaz de promover regeneracion tisular, que por sus propiedades puede
ocasionar irritacion generando asi inflamacion en los tejidos circundantes, lo cual
dificulta el proceso de cicatrizacion posterior a procedimientos quirdrgicos o en tejidos
donde se pretende lograr regeneracion (Kausar, 2019).

La odontologia contemporanea ha puesto un fuerte énfasis en la medicina
regenerativa, destacandose como uno de sus principales campos de investigacion.
Este enfoque ofrece la prometedora posibilidad de impulsar la regeneracion de
diversos tejidos y estructuras, evitando la necesidad de intervenciones adicionales
(Jarama et al., 2018).

Es por ello que la aplicaciéon de un biopolimero adicionado con 6xido de grafeno
representa una buena alternativa para lograr la regeneracion de tejidos, por lo que se
propone analizar mediante diversos estudios la capacidad de proliferacidén celular y
citotoxicidad de dicho material.
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Pregunta de investigacion

¢ El polimero enriquecido con 6xido de grafeno propicia la proliferacion celular
sin causar citotoxicidad en contacto con células troncales pulpares dentales humanas
(hDPSC)?

Hipotesis de investigacion

El polimero adicionado con oxido de grafeno (OG) no es citotoxico con las
células troncales dentales pulpares humanas (hDPSC) y logra estimular la
proliferacion celular en comparacion al polimero convencional (sin 6xido grafeno).
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Justificacion

En la actualidad, los biocomposites que se utilizan para llevar a cabo una
regeneracion tisular y 6ésea guiada, tienden a perder su capacidad para mantener el
espacio necesario en ambientes humedos. Esta pérdida de capacidad conduce a
alteraciones tanto en la integridad de la membrana utilizada, como en la cantidad de
tejido 6seo que se forma.

Por esta razon, se considera de suma importancia sintetizar nuevos materiales
gue ofrezcan mejores propiedades biomecanicas, como la rigidez, la resistencia a la
degradacion y a la compresion, y que a su vez presente alta biocompatibilidad,
favoreciendo asi la adhesion celular y proteica, lo cual promueve la diferenciacion
celular y por ende, mejorar la eficacia de la regeneracion tisular y 6sea guiada
(Bastida-Hernandez, 2021).

La incorporacién de particulas de 6xido de grafeno en un biopolimero podria
garantizar regeneraciéon Osea Yy tisular, implicando un gran avance en areas como la
odontologia restauradora e implantologia.

Es por ello que con esta investigacion se analizara las caracteristicas
biomecanicas que el polimetilmetacrilato adicionado con 6xido de grafeno presenta
con células troncales pulpares (hDPSC).
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad y proliferacion celular de células troncales pulpares
dentales humanas (hDPSC) en respuesta a un polimero enriquecido con oxido de
grafeno.

Objetivos especificos

1. Obtener y caracterizar las muestras de polimero enriquecido con 6xido de
grafeno y polimero convencional.

2. ldentificar la citotoxicidad en hDPSC luego de permanecer en contacto directo
e indirecto durante 24 h con el polimero enriquecido con 6xido de grafeno.

3. Identificar la proliferacién celular en hDPSC luego de permanecer en contacto
directo e indirecto durante 72 h, 7 dias y 14 dias con el polimero enriquecido
con oxido de grafeno.
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CAPITULO 3
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Metodologia

1. Modelo general del estudio:
Estudio cuantitativo.

2. Tipo de estudio:
Estudio experimental in vitro, prospectivo, comparativo.
3. Diseiio de estudio:
Experimental puro.
4. Universo de estudio:
Subcultivos de células troncales pulpares dentales humanas (hDPSC).
Oxido de grafeno (OG).
Polimetilmetacrilato (PMMA).
5. Método de muestreo:
No probabilistico por cuotas.
6. Tamafo de muestra:

Tres experimentos independientes por triplicado, n=9.

7. Criterios de seleccion:

7.1 Criterios de inclusion
e hDPSC cultivadas ex-vivo a una densidad minima de 1x10° cél/mL.
e Muestras de polimero enriquecido con 6xido de grafeno y convencional.

7.2 Criterios de no inclusion
e Muestras que presenten irregularidades durante y después del procesado del
polimero.
e hDPSC con mas de 15 divisiones celulares.

7.3 Criterios de eliminacioén

e Muestras que se dafien o fracturen durante el proceso de elaboracion.
e Cultivos contaminados.
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Operacionalizacion de variables

Variables dependientes

Variables

Citotoxicidad

Proliferacion
celular

Definicion
conceptual

Alteracion de las
funciones
celulares
provocada por la

accion de
anticuerpos
especificos.
La citotoxicidad
constituye una
de las

principales y
mas importantes
respuestas

contra agentes
infecciosos por
parte del
sistema inmune.
(Arrebola et al.,

2023).

Aumento del
ndmero de
células como
resultado del

crecimiento y la
multiplicacién
celular. (De Ita
et al., 2019).

Variables independientes

Variables

Polimero
autopolimeriza-
ble.

Definicion
conceptual
El

polimetilmetacril
ato es un

Definicion
operacional

Actividad enzimatica

mediante la
reduccion y
transformacion  del
reactivo MTT

(bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) en
una forma reducida
coloreada. Esta es

interpretada  como
porcentaje de
viabilidad celular
(%).

Evaluar la
proliferacion  celular
del polimero

adicionado con o6xido
de grafeno y polimero
convencional en
cultivo con células

troncales pulpares
dentales humanas
(hDPSC) mediante

pruebas de viabilidad
celular con el método
MTT.

Definicion
operacional
Muestras

polimero
(PMMA)

Naturaleza
de

variable
Cuantitativa

Cuantitativa.

de Cualitativa.

Escala de la

la variable

Razon

Razoén.

Naturalezadela Escala de Ila
variable

variable

Cualitativa
dicotdmica.
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enriquecido con
oxido de grafeno
(Osforma Addir
Pink) y polimero
convencional
(PMMA) (sin
oxido de
grafeno).

Fuente: Propia.
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Materiales y métodos

1) Elaboracion de muestras de polimero enriquecido con 6xido de grafeno

y convencional.

Reactivos

Polimero
enriquecido con
oxido de grafeno:
Osforma Addir
Pink (Osforma®,
Los Algodones,
Baja California,
México).

Polimero
convencional (sin
oxido de grafeno).

Materiales

e Molde metélico.
e Espatula 7A.
e Bolsa de plastico.

Equipo

Prensa.
Micromotor.
Piedra rosa
pulir.
Micropipetas
(Thermo Scientific®,

para

Rochester, NY,
EUA).

Bascula analitica
eléctrica (Denver

Instrument SGC-LII).

Tabla 3. Reactivos, materiales y equipo para la elaboracién de muestras de polimero enriquecido con
Oxido de grafeno y convencional. Fuente: Propia.

2) Subcultivo celular
Reactivos

e Buffer de fosfato

(PBS, pH 7.4)

(Gibco® by Life
Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.
LOT:1253067).
Medio de cultivo
suplementado.
Tripsina- EDTA
0.05% (Gibco® by
Life Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.
LOT: 2065178).

Materiales

e (Cajas Petri.

e Placas de cultivo
de 24 pocillos
(Thermo Scientific
Rochester, NY,
EUA).

Equipo

e Micropipetas

(Thermo
Scientific®,
Rochester,
EUA).
Pipetas
seroldgicas.
Hematocitometro
de neubauer.
Bomba de vacio.
Incubadora a 37°C
con atmosfera de 5
% de CO2y 95% de
humedad.

NY,

Tabla 4. Reactivos, materiales y equipo para realizacion de subcultivo celular. Fuente: Propia.
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1) Ensayo de MTT para evaluacion de citotoxicidad y proliferacion celular
en contacto directo e indirecto con muestras de polimero enriquecido con
oxido de grafeno y convencional.

Reactivos
e Dimetil  Sulféxido
(Karal, GTO,
México).
e Reactivo MTT
(Sigma-Aldrich).
e x-MEM.

Materiales

e Placas de cultivo

de 24 pocillos
(Thermo Scientific
Rochester, NY,
EUA).

Placas de cultivo
de 96 pocillos
(Thermo Scientific
Rochester, NY,
EUA).

Tubos Falcon® (15
mL) (Corning, NY,
USA).

Equipo

Campana de flujo
laminar (Lumistell

MR LH-120,
Celaya,
Guanajuato,
México).

Lector de
microplaca a
570nm (Thermo

Fischer Scientific,
Helsinki,
Finlandia).
Incubadora a 37°C
con atmosfera de 5
% de CO2 y 95%
de humedad.
Microscopio de
contraste de fases
(Leica Axio Camp
MRc, Wetzlar,
Alemania).
Micropipetas
(Thermo
Scientific®,
Rochester, NY,
EUA).

Bascula analitica
eléctrica  (Denver
Instrument SGC-
LII).

Tabla 5. Reactivos, materiales y equipo para ensayo de MTT: evaluacién de citotoxicidad y

proliferacion celular. Fuente: Propia.
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Desarrollo de la metodologia

Obtencion de las muestras: Elaboracion de muestras de polimero enriquecido
con 6xido de grafeno y convencional.

Se realizaron las muestras con el polimero enriquecido con 6xido de grafeno
Osforma Addir Pink 1S0O-20795-1 (2013) e IS0O-10993-5 (1999) y polimero
convencional, siguiendo las proporciones del fabricante en relacion 3 a 1 en volumen
(polvo-liquido). Las muestras de polimero se obtuvieron mediante moldes metalicos
circulares con medidas de 1.5 mm de didmetro por 1 mm de grosor. Una vez obtenidas
las muestras se continud con el protocolo de pulido, retirando los bordes irregulares
con ayuda de una piedra rosa activada por medio del micromotor y finalmente fueron
sometidas a un ciclo de esterilizado de 20 min.

Colocar en molde

Pesar polimero ,
Incorporar polimero

al mondmero en
relacién 3:1

Prensar

Esterilizar muestras
20 min

Figura 5. Elaboracién de muestras de polimero convencional y con OG. Fuente: Propia, BioRender.

Subcultivo celular de hDPSC

Las células hDPSC fueron obtenidas del banco de células del Laboratorio de
Investigacion Interdisciplinaria (LIl), perteneciente al Area de Nanoestructuras y
Biomateriales de la Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Ledn, de la
Universidad Nacional Autbnoma de México, ubicado en Guanajuato, México, con
previa autorizacion del comité de ética en investigacion (registro CE 16/004). Las
células fueron culivadas en medio esencial modificado (MEM, Sigma-Aldrich, EE.
UU.) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS, Sigma-Aldrich), 1% de
antibidtico (1.000 Ul/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina (PenStrep,
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Sigma-Aldrich) y 1% de L-Glutamina (Glutamax, Life Tecnologias, Gibco, EE.UU.). El
cultivo celular se llevo a cabo en condiciones de incubacion estandarizadas (37+1°C;
humedad relativa 95+1%; 5+1% CO2) durante un periodo de 21 dias (5004 h) con
cambios de medio de cultivo realizados cada tercer dia. El desprendimiento de las
células se efectué mediante tratamiento con Tripsina-EDTA al 0,25% (Sigma-Aldrich,
EE. UU.). Posteriormente, las células se inocularon en platos de 24 pocillos a una
densidad minima de 1x10° células/mL.

PBS

~@©
£
7]
Q.
=
'—

\ /

Lavar 2 veces con B - Afadir 0.5 ml de

> -’/
e 7" Incubar 5 min a 372C, 5% CO2,
4 ml de PBS Tripsina-EDTA

95% humedad

Colocar 300uL en cada pocillo

Observar desprendimiento
celular

Figura 6. Protocolo de subcultivo celular. Fuente: Propia, BioRender.
Colocacion de las muestras

A las 24 horas de haberse realizado el subcultivo celular se llevé a cabo la
exposicion de las muestras; donde obtuvimos los siguientes grupos: control celular,
células en contacto directo con polimero enriquecido con éxido de grafeno, células en
contacto indirecto con polimero enriquecido con 6xido de grafeno, células en contacto
directo con polimero convencional y células en contacto indirecto con polimero
convencional.

Para el contacto directo se colocé una muestra de polimero enriquecido con
oxido de grafeno y convencional respectivamente en flotacion sobre el medio de
cultivo. En los grupos de contacto indirecto se utilizé una elucién, la cual se obtuvo
colocando en 1 mL de MEM, una muestra de polimero enriquecido con 6xido de
grafeno y polimero convencional en un tubo falcén, respectivamente. Las muestras
se colocaron bajo condiciones estériles en incubacién con agitacién durante 24 horas
a 180 rpm, 37°C. Transcurridas las 24 horas, se retird la muestra de polimero y se
utilizé el sobrenadante como medio de cultivo para los grupos correspondientes.
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Polimero
convencional
f ¢
i@ ‘ l‘
\at
\ 4

Colocar 1 muestra -

Obtencion de elucién de
polimero convencional y
adicionado con OG

(e(et]

2 % Retirar muestras de
e < de polimero por 1 ml = solliers
—— fr c:e MEW d Mantener en agitacion
Polimero sipiementada durante 24 h, a379Cy

enriquecido con OG 180 rpm

Figura 7. Método para obtencion de elucién de polimero convencional y polimero adicionado con
Oxido de grafeno. Fuente: Propia, BioRender.

Ensayo de MTT: Citotoxicidad y proliferacion celular

El efecto citotdéxico del polimero enriquecido con O6xido de grafeno y
convencional se evalué empleando hDPSC con una densidad minima de 1x10°
cél/mL cultivado en placas de 96 pocillos e incubando durante 24 horas (citotoxicidad)
y 72 horas, 7 dias y 14 dias (proliferacion celular), mantenidas a 37°c, 5% CO2y 95%
de humedad relativa. Realizando cambio de medio cada tercer dia.

El conteo de células viables se llevé a cabo mediante el ensayo MTT (Bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol). Las células tratadas se incubaron
durante 4 horas con una solucion de 0,2 mg/mL de MTT en medio de cultivo fresco.
El formazan formado se disolvi6 con 0.1 mL de dimetilsulféxido (DMSO, Karal,
Guanajuato, México), y las lecturas de absorbancia se analizaron en un Multiskan
GO™ a 570 nm. Los experimentos se repitieron por triplicado en tres experimentos
independientes (n=9), y los resultados fueron expresados con los porcentajes
promedios del nimero de células viables en comparacion al grupo control (Sin
exposicidén a polimero enriquecido con 6xido de grafeno y polimero convencional).
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Contacto
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|
\ 4
Elucién

Contacto
directo

-
| po—

MEM suplementado y
muestras de polimero

ubcultivo celular

7 = Polimero 0

1 = Polimers
convencional

Viabiidad celular
LN,

Exposicién de muestras: grupo
control, polimero convencional y
polimero OG

Colocar reactivo
de MTT e incubar

DMSO / durante 4 h

-l 000000 :
— 000000 :
. . . . . . Observar bajo microscopio la

jelalalelols) ‘ formacién de cristales de
v formazan

Colocacion de DMSO para
disolver cristales de formazan

Figura 8. Procedimiento para ensayo de MTT: evaluacién de citotoxicidad. Fuente: Propia,

BioRender.
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control, polimero convencional y
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muestras de polimero

Bioensayo MTT a
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Viabilidad celular
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000000
: : : : : : Analisis estadistico
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Colocacion de DMSO para absorbancia a 570 nm

disolver cristales de formazén

Figura 9. Procedimiento para ensayo de MTT: evaluacion de proliferacién celular. Fuente: Propia,
BioRender.
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Figura 10. Procedimiento para lectura de absorbancia en espectrofotometro. Fuente: Propia,
BioRender.

Andlisis estadistico

Los resultados se reportan con el promedio y desviacion estandar (d.e) para
calcular la viabilidad celular de las hDPSC. Se realizaron pruebas de normalidad de
Shapiro-Wilk. La estadistica comparativa se analiz6 de acuerdo con la distribucion de
los datos en las pruebas biologicas: citotoxicidad y proliferacion celular. Para
resultados paramétricos (ANOVA pos-hoc de Tukey). Los datos se registraron y
analizaron con el software SPSS version 20 (IBM, Chicago, EE. UU.), considerando
un nivel de significancia de p<0.05.
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CAPITULO 4
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Resultados

Se llevo a cabo el triplicado de los experimentos. Los datos se analizaron con
Shapiro- Wilks, estadistica descriptiva (promedio y d.e.) e inferencial con ANOVA
post-hoc de Tukey considerando como valor significativo p<0.05.

Para el grupo de polimero convencional en contacto directo se identifico
viabilidad celular (%) de 90.8+6.2 a 24 h, 99.9+7.0 a 72 h, 120.2+14.6 a 7 dias y
102.9+17.3 a 14 dias; en contacto indirecto: 77.2+8.4 a 24 h, 64.8£21.6 a 72 h,
91.4+16.5 a 7 dias y 63£15.8 a 14 dias (Ver figura 11).

El grupo de polimero enriquecido con 6xido de grafeno en contacto directo:
149.6+£14.5 a 24 h, 95.7+6.1 a 72 h, 172.9+16.2 a 7 dias y 95.4+22.8 a 14 dias; en
contacto indirecto: 99+21.4 a 24 h, 67+9.6 a 72 h, 142+18.7 a 7 dias y 79.1+3.1 a 14
dias. (Ver figura 12).

180 —

é 150
| S
)
=}
T 120
Q
it L
1+
2 90
= L
)
> *

601 —=— Directo

Indirecto % *
30 4
| ! | ' I ! | ! I
Control 24h 72h 7 dias 14 dias
Grupos

Figura 11. Viabilidad celular hDPSC-polimero convencional en contacto directo e indirecto a 24
h, 72 h, 7 dias y 14 dias. Densidad 6ptica 570 nm. Rango de abs. (0.137-3.303). Cada valor en la
grafica representa porcentaje del promedio y d.e. Se realiz6 ANOVA de una via, post hoc de Tukey, (*)
representa las concentraciones con diferencia significativa p<0.001, n=9. Fuente: Directa.
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Figura 12. Viabilidad celular hDPSC-polimero enriquecido con OG en contacto directo e
indirecto a 24 h, 72 h, 7 dias y 14 dias. Densidad éptica 570 nm. Rango de abs. (0.099;3.214). Cada
valor en la grafica representa porcentaje del promedio y d.e. Se realiz6 ANOVA de una via, post hoc
de Tukey, (*) representa las concentraciones con diferencia significativa p<0.001, n=9. Fuente: Directa.

43



Escuela Nacional de Estudios Superiores, Unidad Lebén, UNAM

Discusion

Estudios recientes, como Garcia-Contreras et al., 2021 y Jang et al., 2021,
mostraron aumento significativo en la estimulacion y proliferacion celular en contacto
con oOxido de grafeno (OG). Scarano et al., 2021 también informaron mejor
osteointegracion con implantes PMMA adicionado con 6xido de grafeno (Garcia-
Contreras et al., 2021; Jang et al., 2021; Scarano et al., 2021). Esto coincide con lo
reportado en nuestra investigacion, donde es evidente la proliferacion celular de las
hDPSC en contacto con el polimero adicionado con éxido de grafeno.

Mirza y colaboradores en 2019 estudiaron los efectos biolégicos de PMMA
modificado con éxido de grafeno, revelando mayor viabilidad celular y mejor respuesta
de diferenciacion osteogénica (Mirza et al., 2019). Asimismo, Pahlevanzadeh et al.,
estudiaron un cemento a base de PMMA reforzado con 6xido de grafeno concluyendo
gue existe un aumento en la viabilidad y proliferacion celular en comparacién al
cemento a base de PMMA convencional, por lo cual al cemento modificado con OG
se le consideré como material bioactivo (Pahlevanzadeh et al., 2021).

Los implantes de PMMA con Oxido de grafeno mejoran la osteointegracion
sugiriendo estimulacion de la proliferacion celular (Scarano et al., 2021).

En periodoncia el PMMA con 6xido de grafeno ha sido utilizado para colocarse
y adaptarse en cavidades Oseas complejas. La incorporacion del grafeno ha
evidenciado una curacién més rapida en los tejidos de los pacientes esto debido a la
bioactividad de material (Soleymani et al., 2020).
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Conclusion

El polimero enriquecido con 6xido de grafeno muestra efectos favorables en la
estimulacion de la proliferacion celular al evidenciar mayor confluencia celular, siendo
evaluadas mediante ensayo de MTT en comparacion al polimero convencional, lo que
lo convierte en un material éptimo para favorecer la proliferacion celular.

En cuanto a la citotoxicidad, no se observa una diferencia evidente entre los
valores de viabilidad celular a 24 horas entre el polimero enriquecido con éxido de
grafeno y el polimero convencional en contacto directo e indirecto con células
troncales pulpares dentales humanas (hDPSC); ya que ambos presentan un
porcentaje de viabilidad celular 275%, lo que sugiere no ser un valor citotoxico.

Estos datos sugieren el uso potencial del polimero enriquecido con 6xido de
grafeno para su uso clinico en cuanto a la regeneracion de defectos maxilofaciales,
prétesis e ingenieria tisular, asi como en otras areas biomédicas.

Con los resultados obtenidos podemos sugerir que nuestra hipétesis de trabajo
ha sido aceptada y el polimero enriquecido con 6xido de grafeno no es citotdxico con
las células troncales pulpares dentales humanas (hDPSC) y logra estimular la
proliferacion celular en comparacion al polimero convencional.
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ANEXOS

Participacion y obtencion del 3er lugar en la categoria Basica de nivel Licenciatura
con la presentacion en la modalidad cartel del trabajo de investigacion: “Citotoxicidad
y proliferacion de células troncales pulpares en respuesta a un biopolimero
enriqguecido con Oxido de grafeno” en el XXXI Encuentro Nacional y XXII
Iberoamericano de Investigacion en Odontologia y X Jornadas Internacionales de
Investigacion en Odontologia UAO, efectuado los dias 8, 9 y 10 de noviembre de
2023.
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