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_a_

a-MEM: (Del inglés Minimum Essential Medium alpha modification) Medio
esencial minimo a

i
pL: Microlitro
-B-

BMP: (Del inglés bone morphogenetic protein) Proteina morfogenética 6sea
-C-
CM: Célula madre
CMM: Célula madre mesenquimal
CO:z2: Dioxido de carbono
i

EDTA: Acido etilendiaminotetraacético
-G-
g: Gramo

-H-

hDPSC: (Human Dental Pulp Stem Cells en inglés) Células madre de la pulpa
dental humana

-L-

LOT: Lote
M-

mg: Miligramo

mL: Mililitro
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RESUMEN

Introduccion: EI PMMA es un material usado amplia y frecuentemente en la
odontologia, desde su invencion hasta el dia de hoy, por lo que se ha visto
modificado con el objetivo de mejorar sus propiedades fisicoquimicas y
biolégicas. El 6xido de grafeno es un alétropo del carbono el cual ha demostrado
ser gran ayuda ya que cuenta con propiedades fisicoquimicas y biologicas de
gran interés, entre ellas por ejemplo una alta biocompatibilidad, promueve la
adhesion y proliferacion celular e incluso induce la diferenciacion en células
madre, por lo que un PMMA modificado con 6xido de grafeno puede ser de gran
interés como una alternativa de material.

Objetivo: ldentificar la diferenciacion celular de hDPSC en un cultivo con
biopolimero enriquecido con 6xido de grafeno.

Metodologia: Se realizé un estudio experimental in vitro comparativo, donde se
elaboraron muestras de PMMA con las siguientes dimensiones 1.5x10 mm. Se
emplearon subcultivos de hDPSC a partir de un subcultivo primario previamente
caracterizado considerando los criterios internacionales minimos establecidos
por la declaracion internacional de la Sociedad de Terapia Celular, la
diferenciacion a linajes adipogénico, condrogénico y osteogénico se realizé por
contacto directo e indirecto del subcultivo celular al biopolimero con y sin éxido
de grafeno, se coloc6 medio de diferenciaciébn de dos a cuatro semanas,
finalmente, se realizaron tinciones de rojo aceitoso, safranina y rojo de alizarina,
respectivamente. Los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos
correspondientes a la diferenciacién osteogénica fueron analizados con prueba
t-Student y ANOVA post-hoc de Tukey con un valor p<0.05.

Resultados y discusion: Los subcultivos de hDPSC que estuvieron en contacto
con las muestras de PMMA modificadas con éxido de grafeno mostraron una
diferencia favorable a la diferenciacién adipogénica y condrogénica. En el caso
de la diferenciacidén osteogénica se realizé una prueba ANOVA encontrando un
valor de p<0.05, donde se pudo observar una diferencia estadisticamente
significativa en las muestras que permanecieron en contacto indirecto con
grafeno y en contacto directo sin grafeno. Los resultados coinciden con lo
reportado por Lee et al.,2011; La et al.,2014 y Rosa et al., 2016 quienes
mostraron que el 6xido de grafeno puede inducir la diferenciacion adipogénica y
osteogénica en las células mesenquimales.

Conclusiones: EI PMMA modificado con 6xido de grafeno presenta efectos
favorables en hDPSC hacia la diferenciacion adipogénica, condrogénica y
osteogénica.

Palabras Clave: hDPSC, diferenciacion celular, 6xido de grafeno, biopolimero.



Diferenciacidn celular promovida por PMMA enriquecido con OG en hDPSC _
ABSTRACT

Introduction: PMMA is a material used widely and frequently in dentistry, since
its invention until today, which is why it has been modified with the aim of
improving its physicochemical and biological properties. Graphene oxide is an
allotrope of carbon which has proven to be of great help as it has
physicochemical and biological properties of great interest, including, for
example, high biocompatibility, promotes cell adhesion and proliferation and
even induces differentiation in stem cells, so a PMMA modified with graphene
oxide may be of great interest as an alternative material.

Objective: Identify cellular differentiation of hDPSC in a culture with biopolymer
enriched with graphene oxide.

Methodology: A comparative in vitro experimental study was carried out where
PMMA samples were made with the following dimensions. Subcultures of
hDPSC were carried out from a previously characterized primary subculture
considering the minimal global standards outlined in the international declaration
of the Society for Cellular Therapy, differentiation to adipogenic, chondrogenic
and osteogenic lineages was carried out by direct and indirect contact of the cell
subculture to the biopolymer with and without graphene oxide, differentiation
medium was placed for two to four weeks, finally, oily red, safranin and alizarin
red stains were performed, respectively. The experiments were performed in
triplicate. The data corresponding to osteogenic differentiation were analyzed
using a t-Student test and Tukey's post-hoc ANOVA with a p-value <0.05.

Results and discussion: The hDPSC subcultures that were in contact with the
PMMA samples modified with graphene oxide showed a difference favorable to
adipogenic and chondrogenic differentiation. In the case of osteogenic
differentiation, an ANOVA test was performed, finding a value of p<0.05, where
a statistically significant difference could be observed in the samples that
remained in indirect contact with graphene and in direct contact without
graphene.

The results coincide with what was reported by Lee et al.,2011; La et al.,2014
and Rosa et al., 2016 who showed that graphene oxide can induce adipogenic
and osteogenic differentiation in mesenchymal cells.

Conclusions: PMMA modified with graphene oxide presented favorable effects
on hDPSC towards adipogenic, chondrogenic and osteogenic differentiation.

Keywords: hDPSC, cell differentiation, graphene oxide, biopolymer.
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INTRODUCCION

Debido a sus excelentes propiedades fisicas y quimicas, el grafeno ha
despertado un gran interés en la ingenieria de tejidos. Desde su descubrimiento
por Andre Geim y Kostya Novoselov en 2007, se han sintetizado diferentes
derivados de este, como es el caso del 6xido de grafeno (Geim et al., 2007).

Este dltimo es producto de la oxidacion del grafeno, se caracteriza por la
presencia de grupos funcionales hidroxilo, carboxilo y epoxi lo que le otorga
propiedades hidrofilicas, haciendo de este un biomaterial capaz de interactuar
con células y permitir la diferenciacion, adhesion y proliferacion celular (Maleki
et al., 2020; Jiang et al., 2021).

Introducido en 1936 para reemplazar a la vulcanita como material base para
prostodoncias parciales y totales, el polimetacrilato de metilo, o PMMA, ha sido
altamente empleado en la odontologia, desde su invencion hasta el dia de hoy,
por lo que se ha visto modificado con diferentes nanoparticulas con el objetivo
de mejorar sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas (RlUggeberg et al.,2002;
Gonzalez et al., 2021).

Con el auge de la ingenieria tisular ha surgido una nueva rama dentro de la
odontologia “la odontologia regenerativa” la cual reune diferentes ciencias
basicas como son la biologia, fisica y quimica; con un objetivo, generar nuevas
vias de tratamiento enfocadas en la regeneracion tisular (Sharma et al., 2019).

Durante los ultimos afios se ha implementado el éxido de grafeno en diferentes
campos de la medicina con la finalidad de brindar a los materiales ya existentes
mejores propiedades bioldgicas, fisicas y mecanicas,

Con estos antecedentes esta investigacion se centrd en estudiar la capacidad de
un biopolimero enriquecido con éxido de grafeno de promover la diferenciacion
celular de hDPSC a linajes, adipogénico, condrogénico y osteogénico con el
objetivo que emplear este material como alternativa de uso posterior a una
intervenciéon quirdrgica como puede ser el caso de una protesis inmediata, un
obturador nasal, e incluso como cemento 6seo en el caso de una craneoplastia.
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CAPITULO 1
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MARCO TEORICO

Ingenieria tisular

Empleado por primera vez en 1993 por Langer y Vacanti, el concepto “ingenieria
de tejidos” se refiere a la rama interdisciplinaria que emplea principios y técnicas
de ingenieria en la medicina y biologia proponiendo terapias que sean capaces
de rehabilitar, mejorar o reemplazar 6rganos y/o tejidos que han sido afectados
por factores como traumas, quemaduras, enfermedades adquiridas o congénitas
(Langer et al.,1993; Sharma et al., 2019; Dawson et al., 2008).

Basada principalmente en tres componentes fundamentales (Figura 1).

e Células madre: Son células no especializadas capaces de dividirse
continuamente y diferenciarse en células especializadas (Rendon et al.,
2011).

e Andamios: Son estructuras tridimensionales que proporcionan un
ambiente adecuado para actividades celulares como: adhesion, nutricidn,
distribucion y proliferacidon (Escorcia et al., 2020; Casagrande et al., 2011).

e Inductores de crecimiento: Son proteinas secretadas endégenamente, por
las mismas células, como resultado de la comunicacion entre estas
mismas. Estas estan encargadas de brindar sefiales quimicas que
desencadenan mecanismos biolégicos y moleculares que regulan la
division, migracion, diferenciacion celular, entre otros (Rosales-Ibafiez et
al., 2012; lkada et al., 2006).

Figura 1. Componentes principales de la ingenieria tisular Fuente: Propia

Células madre ]

Andamios

Inductores de
crecimiento

Células Madre (CM)

Descritas por primera ocasion en 1976 por Friedenstein. Sin embargo, no fue
hasta el término del siglo XX que los histoembridélogos Boveri y Haeckel,
introdujeron el termino de células madre, también llamadas células troncales,

11
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este término hacer referencia a células no especializadas del cuerpo humano las
cuales cuentan cuatro caracteristicas primordiales: estas son células no
especializadas, cuentan con una alta renovacion, tienen capacidad de
proliferacion y diferenciacion formando asi células especializadas (Garcia-Torres
et al., 2018; Guadarrama et al., 2018). Estas se pueden clasificar acorde a su
origen y potencial de diferenciacion (Figura 2).

Debido a su Origen:

e Células madre adultas: Llamadas Organo-especificas, estas se
encuentran distribuidas entre las células de un érgano, su funcién consiste
en restaurar y preservar los tejidos circundantes (Garcia-Torres et al.,
2018).

e Células madre embrionarias: Células madre totipotentes provenientes de
embriones (Guadarrama et al., 2018).

Debido a el potencial de diferenciacion:

e Células madre totipotentes: Estas son capaces de no solo dividirse sino
también de diferenciarse en células de todo el organismo pudiendo
convertirse en cualquiera de las 3 capas germinales (permiten la
formacion de estructuras embrionarias y extraembrionarias) (Mata-
Miranda et al., 2013).

e Células madre pluripotentes: Células capaces de formar células de
cualquiera de las tres capas germinales, pero no estructuras
extraembrionarias (Mata-Miranda et al., 2013).

e Células madre Multipotentes: Células con un espectro de diferenciacion
es mas corto, por lo que pueden generar diversas células de acuerdo a el
area donde se encuentran (Mata-Miranda et al., 2013).

e Células madre unipotentes: Células cuya capacidad de diferenciacién es
la mas estrecha, estas solo pueden diferenciarse en un linaje celular
(Mata-Miranda et al., 2013).

12
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Figura 2.Clasificacion de células madre. Fuente: Mata-Miranda et al., 2013
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Células Madre Mesenquimales (CMM)

Las células madre mesenquimales son células versétiles que tienen la capacidad
de diferenciase hacia diferentes linajes como condrocitos, osteocitos y
adipocitos, presentan una morfologia en forma de huso y cuentan con un nucleo
alargado el cual contiene de 2 a 3 nucleolos, localizadas en diversas fuentes,
dentro de las principales se destacan: médula 6sea, la sangre de corddn
umbilical, tejido adiposo, musculo esquelético, pulpa dental (Socarras et al.,
2013; Figueroa-Flores et al., 2006).

Para que se una célula se pueda clasificar como CMM, es necesario que esta
cuente con las caracteristicas minimas necesarias propuestas por el Congreso
de la International Society of Cellular Therapy , estos criterios son los siguientes:
(Dominici et al., 2006):

13
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e “Las MSC deben tener capacidad de adherencia al plastico en cultivo”
(Dominici et al., 2006).

e “Expresar los antigenos de superficie CD73, CD90 y CD105 en ausencia
de otros antigenos hematopoyéticos del tipo CD34, CD45 y marcadores
tipicos de linfocitos B, monocitos y macréfagos” (Dominici et al., 2006).

e “Deben ser multipotentes y presentar una alta plasticidad para
diferenciarse in vitro bajo condiciones estandar de cultivo de osteoblastos,
adipocitos y condrocitos” (Dominici et al., 2006).

Células Troncales Pulpares (hDPSC)

Aisladas en el afio 2000 por Gronthos et al. (Solan et al., 2009) las hDPSC se
encuentran en la camara pulpar, dentro de un tejido conectivo, vascularizado e
inervado que se constituye por 75% de agua y 25% de materia organica llamado
pulpa dental (Guadarrama et al., 2018).

Estas células poseen un potencial de multidiferenciacion, teniendo la capacidad
de diferenciarse en distintos linajes celulares (Osteogénico, adipogénico,
cardiogénico, neurogénico, miogénico). Generalmente estas células se obtienen
a partir de terceros molares y dientes supernumerarios, Se estima que la
produccion de hDPSC es de aproximadamente de 1% (1 por 100 de todas las
células de la pulpa dental) conforme aumenta la edad del individuo, se vuelve
mas compleja la obtencion de estas (Sanchez-Gémez 2022).

Ademas de las células de origen pulpar podemos encontrar, células provenientes
del foliculo dental (DFSC), células madre provenientes de dientes exfoliados
(SHED), células madre provenientes de la papila apical (SCAP), células madre
gingivales (GFSCs), fibroblasticas, células madre del ligamento periodontal
(PDLSCs), células precursoras de foliculo dentario (DFSCs), sitio de implante
dental (DISCs) (Bo Li et al., 2021; Sharpe 2016).

14
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Figura 3. Ubicacion de células troncales Fuente: Sharpe 2016.
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Diferenciacion celular

Se entiende como diferenciacion celular al proceso por el cual una célula madre
adquiere caracteristicas tanto fisioldgicas como funcionales de un linaje celular,
esto mediante sefalizaciones tanto intracelulares como extracelulares. Al formar
parte del grupo de células madre mesenquimales las hDPSC poseen la
capacidad de diferenciarse a diferentes tipos de linajes celulares, segun la
declaracion internacional de la Sociedad de Terapia Celular para poderse
considerar células madre mesenquimales entre algunos criterios, se destaca la
capacidad de diferenciacion hacia linaje osteogénico, condrogénico vy
adipogénico bajo condiciones in vitro estandar (Brizuela et al., 2013).

Para poder determinar la diferenciacién celular es necesaria la tincion de
depdsitos mineralizados mediante rojo de alizarina en el caso de diferenciacion
osteogénica, en el caso de la diferenciacion adipogénica se observan depdsitos
de lipidos los cuales se identifican mediante tincion con rojo aceitoso.

La diferenciacion condrogénica se corrobora por la presencia de marcadores
positivos a depdsitos de colageno tipo VI (expresados mediante presencia de
TGF-B1 Y BMP-4) los cuales van a ser tefildos mediante safranina. (Garcia-
Contreras et al., 2019)

Para poder realizar una diferenciacion es necesaria la aplicacién de medios de
induccién (Ver Tabla 1).

15
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Tabla 1. Diferenciacion de hDPSC a linaje celular adipogénico, condrogénico y
osteogeénico.

Diferenciacién de MSC a otros linajes celulares

Medio de cultivo Cambio de medio Tincién

a-MEM
SFB
Penicilina G y
sulfato de

Diferenciacién estreptomicina
adipogénica Dexametasona
B-Glicerofosfato

Ascorbato-2
fosfato Insulina

L-glutamina

Se realiza cada dos Rojo aceitoso
dias por un periodo
de cuatro semanas

a-MEM
SFB
Penicilina G y
sulfato de
Diferenciacién estreptomicina
condrogénica Dexametasona
B-Glicerofosfato
Ascorbato-2 fosfato
Proteina
morfogenética 6sea

Se realiza cada dos
dias por un periodo Safranina O
de dos semanas

a-MEM
SFB
Penicilina G y
sulfato de Se realiza cada dos
estreptomicina dias por un periodo Rojo de alizarina
Dexametasona de cuatro semanas
B-Glicerofosfato
Ascorbato-2
Fosfato

Diferenciacion
osteogénica

Fuente: Garcia Contreras et al., 2019. Enseflanza practica del aislamiento, cultivo y
caracterizacion de células madre mesenquimales de la pulpa dental humana. Manual
de préacticas de laboratorio, UNAM.

Polimetilmetacrilato de metilo (PMMA)

En el afio de 1936 los cientificos alemanes Rohm y Haas introdujeron el PMMA
en forma de lamina como vidrio de seguridad, en 1937 que el cientifico Nemours
lo comercializ6 en forma de polvo, durante el mismo afio el Dr. Walter Wright lo
incorporo en la elaboracion de prétesis dentales donde una vez en el mercado
se convirtié en el polimero de principal uso desplazando asi a la vulcanita como
material para protesis (Tandon et al., 2010; Ruggeberg et al., 2002).

Este material que se obtiene a partir de la mezcla de mondémero liquido
(metacrilato de metilo) con un polimero en forma de polvo (polimetilmetacrilato)
mediante una reaccion de polimerizacion radical, la cual puede ser iniciada
térmicamente o bien empleando algun iniciador peroxidico, como el peréxido de
benzoilo (Morales et al., 2015; Gonzales et al., 2021).

16
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Figura 4. Estructura quimica de PMMA. Fuente: Gonzalez et al., 2021

Ox O

n

De acuerdo con el mecanismo que inicia la activacion de la reaccion de
polimerizacién el PMMA se puede clasificar en diferentes clases (Gautam et al.,
2012):

e Termocurado.
e Autocurado.
e [otocurado.

A pesar el tiempo transcurrido continda siendo un material empleado en las
ciencias médicas para la fabricacion de proétesis totales, obturadores, cucharillas
individuales, aparatos ortopédicos, restauraciones temporales, entre otros, esto
debido a las ventajas que nos ofrece este material (Morales et al., 2015)

Dentro de sus propiedades como material restaurador podemos encontrar (Zafar
Muhammad et al., 2020; Umar Ali et al., 2015):

Biocompatibilidad.

Reacciones inflamatorias minimas.
Baja densidad.

Alta estética.

Facilidad de manipulacion.

Alta dureza.

Rigidez.

Bajo costo.

Sin embargo, no es un material ideal ya que entre sus principales desventajas
encontramos, inestabilidad de color, poca resistencia al desgaste, contraccion
en volumen posterior a la polimerizacion, absorcion de agua y provoca irritacion
en la mucosa oral (Wang et al.,2015).
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Grafeno

Descubierto por primera vez en el afio 2004 por Andre Geim y Kostya Novoselov,
el grafeno es un alotropo de carbono y el material mas fino y resistente conocido,
este cuenta con una estructura laminar plana, la cual tiene un atomo de grosor,
formada por atomos de carbono en hibridacion Sp2 con una estructura
hexagonal unida por enlaces covalentes (Figura 5). Debido a su estructura
guimica cuenta con propiedades como (Liu et al.,2022; Huang et al., 2011; Feng
et al., 2011; Loh et al., 2010):

e Alta conductividad térmica y gran conductividad eléctrica. (Torres-Silva et
al.,2011)

e Cuenta con una gran elasticidad, una resistencia mecéanica superior a la
del acero y una extraordinaria dureza (Torres-Silva et al.,2021; Elkhenany
et al., 2014).

e EI grafeno tiene la capacidad de interactuar con otras sustancias para
formar compuestos con multiples propiedades (Torres-Silva et al., 2011).

e Presenta alta resistencia a la ionizacion (Torres-Silva et al., 2011).

Figura 5. Estructura del grafeno. Fuente: Dubey et al., 20015

Grafeno

Oxido de Grafeno
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El 6xido de grafeno (Figura 6) tiene su origen a partir del grafeno, este se
obtiene mediante la oxidacion y exfoliacion del grafeno, se caracteriza por la
presencia de oxigeno el cual tiene grupos funcionales carboxilo(-COOH),
carbonilo(C- -O) hidroxilo(-OH), como resultado a esta modificacién se tiene un
material anfifilico con propiedades como: biocompatibilidad, favorece la adhesion
y proliferacion celular, fomenta la diferenciacion de células madre, ademas de
contar con propiedades antibacterianas (Qi et al., 2021; Xue et al., 2018; Goenka
et al., 2014; Banerjee et al., 2018; Duran et al., 2015).

Figura 6. Estructura del 6xido de grafeno Fuente: Dubey et al., 2015.

Oxido de grafeno

COOH COOH OH

Se ha demostrado una mejora significativa en las propiedades mecanicas, ya
que las ldminas funcionalizadas tienen una mejor dispersion e interaccion con la
matriz polimérica en comparacion con las ldminas de grafeno no funcionalizadas
(Figura 7) (Kumar et al., 2015; Qi et al., 2021).
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Figura 7. Propiedades del OG Fuente: Qi et al.,2021)

v:% e,

Entre diversos métodos descritos en la literatura, los procesos bottom-up y
bottom-down son los més empleados para la obtencién de grafeno.

Bottom -up

e Deposicion quimica de vapor: este método de basa en la descomposicion
de precursores de carbono (hidrocarburos, alcoholes, etc.) lo cuales se
depositan sobre sustratos metalicos (niquel, cobre cobalto y rubidio) en
este proceso se forma una sola capa sobre el sustrato metalico que
funciona como canalizador, brinda un éxido de grafeno con pocos
defectos y contaminantes (Felli et al., 2015).

Bottom-down

e La exfoliacibn mecanica se basa en la produccion de fuerzas mayores a
las existentes entre las capas del grafeno, para realizar esto se emplea
cinta adhesiva, con la cual se realizan movimientos de pegado y
despegado repetidamente con el objetivo de provocar un clivaje en los
planos cristalinos dejando los planos anatdmicos expuestos,
posteriormente el material es recolectado con ayuda de una solucion de
acetona y un sustrato de dioxido de silicio (SiO2) (Camargos et al., 2017;
Rao et al., 2009).

e La exfoliacidbn quimica emplea agentes oxidativos como &cido sulfarico,
acido nitrico, permanganatos y cloratos, estos provocan intercalacion de
iones con la estructura del grafito lo que amplia el espacio interplanar, asi
obteniendo grafito intercalado el cual posteriormente es llevado a
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ultrasonidos para separar las capas de grafito obteniendo grafeno
(Camargos et al., 2017; Felli et al., 2015).

De acuerdo con los reactivos empleados existen diferentes rutas para la
exfoliacion quimica:

e El método Staudenmaier emplea &cido nitrico fumante (HNO3), acido
sulfarico concentrado (H2S04) y clorato de potasio (KCIO3) (Camargos
et al., 2017).

e EI método Hofmann utiliza emplea nitrico concentrado (HNO3), acido
sulftrico concentrado (H2SO4) y clorato de potasio (KCIO3) (Camargos
et al., 2017) .

e Finalmente, el método Hummers emplea acido sulfirico concentrado
(H2S04), nitrato permanganato de sodio (NaNO3) y potasio (KMnO4)
(Camargos et al., 2017).
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ANTECEDENTES

En el afio 2004 en la ciudad de Manchester Andre Geim y Kostya Novoselov
aislaron por primera vez el grafeno, a partir de la remocion consecutiva de un
pedazo de cinta adhesiva en una muestra de grafito (Martinez et al., 2009).

En 2010, Andre Geim y Kostya Novoselov fueron galardonados con el Premio
Nobel de Fisica por su descubrimiento del grafeno (Pinto et al.,2014).

Afo 2010 Kalbacova y colaboradores evaluaron la capacidad del grafeno para
promover la adherencia y proliferacion de células madre mesenquimales, donde
se observé un aumento en la adhesion y proliferacion celular gracias a la
presencia del grafeno, ademas destacaron la importancia de la densidad celular
para la realizacion de pruebas bioldgicas (Kalbacova et al., 2010).

Afo 2010 Gongalves y colaboradores modificaron 6xido de grafeno con PMMA
como relleno de refuerzo, realizaron varias pruebas a diferentes proporciones
entre ellas encontraron un aumento significativo de las propiedades fisico-
térmicas, en la concentracion de 1/100 p/p teniendo un material mas ductil y
tenaz, ademas de contar con una mejor estabilidad térmica (Goncalves et al.,
2010).

Afo 2011 Lee y colaboradores evaluaron la diferenciacion celular hacia linajes
adipogénico y osteogénico en células madre mesenquimales expuestas a
grafeno y é6xido de grafeno, teniendo como resultado en el grupo con grafeno
una disminucién en la diferenciacion adipogénica debido a que el grafeno
desnaturaliza la insulina y un aumento en la diferenciacion osteogénica, para el
caso del oxido de grafeno se observé un aumento tanto en la diferenciaciéon
adipogénica como osteogénica debido a que el 6xido de grafeno actia como una
plataforma de concentracion para los inductores quimicos (Lee et al., 2011).

Ao 2011 Nayak y colaboradores demostraron la biocompatibilidad y
osteoconductividad que posee el 6xido de grafeno en MSC en condiciones
osteogénicas, en este estudio observaron un aumento en el crecimiento celular
sin afectar la forma y tamafio de las células para el estudio de biocompatibilidad,
mientras que en el ensayo de diferenciacion se observd una diferenciaciéon
osteogénica acelerada, (Nayak et al., 2011).

Afo 2014 La y colaboradores estudiaron la reduccion de dosis de BMP-2
mediante la presencia de 6xido de grafeno, donde concluyeron que media dosis
de BMP-2 administrada con Oxido de grafeno tiene efectos similares a una dosis
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completa ademas de evitar los efectos adversos ocasionados por altas dosis de
BMP-2 (La et al., 2014).

En el afio 2016 Rosa y colaboradores evaluaron el potencial de diferenciacion y
la citocompatibilidad de un sustrato de 6xido de grafeno en hDPSC, el 6xido de
grafeno permite proliferacion celular y la estimulacion de la expresion de genes
que regulan las células productoras de minerales (Rosa et al., 2016).

En el aflo 2020 Krukiewicz y colaboradores incorporaron OG en un cemento a
base de polimetacrilato de metilo, el cual mejord la proliferacion celular, y la
expresion de genes encargado de la diferenciacion osteogénica en las MSC en
comparacion con los grupos que no contaban con OG (Krukiewicz et al., 2020).

En el afio 2020 Garcia y colaboradores se realizaron una investigacion la cual
estudié las caracteristicas mecéanicas, fisicas y biolégicas de PMMA enriquecido
con oxido de grafeno, el cual tuvo como resultado una mejora significante en
dichas caracteristicas, al mismo tiempo se pudo observar una biocompatibilidad
aceptable, ademas de eso se concluye que el PMMA con 6xido de grafeno puede
contribuir en la proliferacién y regeneracion celular (Garcia-Contreras et al.,
2021).
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CAPITULO 2
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La salud bucal es poco reconocida por la sociedad y servicios de salud como
parte integral para la salud general, debido a eso, aunque la denticion tiene la
capacidad de permanecer en boca durante el trascurso de la vida, la pérdida de
organos dentales se observa conforme van pasando los afios (Luengas-Aguirre
et al., 2015). Esta condicién es denominada edentulismo y corresponde al estado
de salud bucal en el que existe la ausencia de piezas dentarias.

Las etiologias que dan como resultado esta condicion es diversas, sin embargo,
dentro de las principales podemos destacar la caries dental y la enfermedad
periodontal.

La caries dental es una enfermedad no transmisible, progresiva e irreversible
gue se origina en un desequilibrio ecolégico. Este desequilibrio surge debido al
aumento en la ingesta de carbohidratos fermentables, lo que ocasiona
alteraciones en la composicion y actividad de la biopelicula, junto con la pérdida
mineral causada por los &cidos bacterianos, producto del metabolismo de los
carbohidratos (Basso., 2019).

Mientras que la enfermedad periodontal es una enfermedad causada a partir de
una inflamacion cronica grave la cual es desarrollada en respuesta a la transicion
del microbioma simbiético localizado en el surco gingival hacia la disbiosis con
cambios de composicion de la placa dentobacteriana, produciendo la destruccion
de tejidos de soporte del diente (Sojod et al.,2022).

A pesar de verse reducida la prevalencia de edentulismo durante la ultima
década, la pérdida de 6rganos dentales continGia siendo un problema de gran
importancia alrededor del mundo, en México se estima una prevalencia de
edentulismo total que varia entre 12% a 38.9%, mientras que el edentulismo
parcial tiene una prevalencia de 61,4% a 87.0% (Vizcaino et al., 2022).

Debido a la alta prevalencia de edentulismo se han desarrollado tratamientos
para devolver la funcionalidad y estética de la cavidad oral, entre los cuales se
destacan: prétesis fija, protesis removible, proétesis implantosoportadas,
prostodoncias totales, prostodoncias inmediatas, ente otras; estas ultimas suelen
ser prétesis transitorias donde se observa una perdida ésea debido a la
remodelacion del hueso alveolar ocasionada por las extraccion dental y el
proceso de cicatrizacion, generalmente estas son confeccionadas con PPMA el
cual es considerado un material bioinerte incapaz de promover la regeneracion
tisular, por lo que un PMMA capaz de promover dicha regeneracion seria
conveniente para asi favorecer los proceso de cicatrizacién y evitar la pérdida
Osea posterior a multiples extracciones (Tan et al., 2012).

Este proyecto propone el uso de PMMA enriquecido con O0xido de grafeno como
un material restaurador que permita promover una regeneracion celular en
situaciones clinicas donde sea necesaria la colocacion de una protesis a base
de PMMA posterior a una intervencion quirdrgica; ya que por si solo el 6xido de
grafeno se ha demostrado ser capaz de inducir diferenciacion celular.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Puede un polimero enriquecido con 6xido de grafeno inducir la diferenciacion
celular en hDPSC?
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JUSTIFICACION

Las prostodoncias inmediatas son un tratamiento en el cual se coloca una
prostodoncia total, posterior a la extraccion de mdultiples dientes, por lo general
provocan incomodidad al paciente, lo que puede ocasionar una interrupcion en
Su uso. Este tratamiento tiene como enfoque restaurar la funcion y estética de la
cavidad oral, un PMMA modificado con oOxido de grafeno podria ayudar a
preservar la estructura 6sea y el tejido blando posterior a la extraccion evitando
asi una peérdida de ambos tejidos.

De acuerdo a varios estudios anteriores se ha comprobado el aumento de las
propiedades fisico-mecanicas del PMMA enriquecido con éxido de grafeno, sin
embargo la evidencia documentada aunque presenta la importancia de la
capacidad del 6xido de grafeno de promover el crecimiento y la diferenciacion
celular, carece de estudios suficiente que evallen la capacidad de este material
en combinacién con PMMA, aun no existen estudios suficientes que evallen la
capacidad del PMMA modificado con 6xido de grafeno de inducir células madre
a una diferenciacion multilinaje; la importancia de este estudio radica en
promover una regeneracion tisular del sitio quirargico, acelerando la cicatrizacion
de heridas, favoreciendo la disminucion de los tiempos postoperatorios y la tasa
de complicaciones, evitando posibles incomodidades, mejorando Ila
adaptabilidad de la prétesis dental mientras se preservan los tejidos de la cavidad
oral, trayendo como consecuencia la mejora de la calidad de vida del paciente
(Garcia-Contreras et al., 2021).
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OBJETIVOS

Objetivo general

Identificar la diferenciacion celular de hDPSC en un cultivo con biopolimero
enriquecido con oxido de grafeno.

Objetivos especificos

e Obtener muestras de un polimero enriquecido con grafeno.

e Determinar la diferenciacion a linaje adipogénico, condrogénico y
osteogénico mediante tincion de rojo alizarina, rojo aceitoso y safranina
de hDPSC en contacto con un polimero enriquecido con grafeno.
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HIPOTESIS
Hipotesis de investigacion

El polimetilmetacrilato enriquecido con Oxido de grafeno tiene la
capacidad de inducir la diferenciacion de hDPSC a linaje celular
adipogénico, condrogénico, osteogénico.

Hipotesis nula

El polimetilmetacrilato enriquecido con 6xido de grafeno no induce la
diferenciacion de hDPSC a linaje celular adipogénico, condrogénico y
osteogénico.
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CAPITULO 3
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MARCO METODOLOGICO

Tipo de estudio

Estudio experimental puro, in vitro.

Disefio de estudio

Prospectivo y comparativo.

Universo del estudio

hDPSC.

Discos de polimetilmetacrilato enriquecidos con 6xido de grafeno.
Discos de polimetilmetacrilato sin 6xido de grafeno afiadido.
Tipo de muestreo

Muestreo no probabilistico, por conveniencia.

Tamafio de muestra

Se realizaron 3 experimentos independientes por triplicado (n=9) para obtener
datos reproducibles.

Criterios de inclusion

Muestras de polimero enriquecido con 6xido de grafeno.

Muestras de polimero sin 6xido de grafeno.

hDPSC cultivadas ex-vivo con una densidad minima de 1x10° cel/mL.
Criterios de no inclusién

Muestras que presenten irregulares durante y después del procesado.
hDPSC con mas de 15 divisiones celulares.

Criterios de eliminacion

Cultivos contaminados.

Muestras que se dafien o fracturen durante el proceso de elaboracion.
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VARIABLES
Variables dependientes
Variable Definicion Def|n|(_:|on Escala de medicion
conceptual operacional
Diferenciacion Capacidad que Diferenciar Cualitativa nominal:
celular tiene una célula a hDPSC a Adipogenica y
diferenciarse en diferentes tipos condrogenica
diferentes tipos de de linajes 21 I\'IDOS'“YO
linajes celulares, celulares - Negativo
(Rosales Ibafiez et (os.teogfan'lco, Cuantitativa Continua de
al., 2012) adipogénico, razon:

Variables Independientes

Variable Definicion
conceptual
Polimero El polimetil
Autopolimeriza  metacrilato de metilo
ble con/sin es un polimero de
oxido de origen sintético que
grafeno presenta una alta

biocompatibilidad
(Gonzalez et al.,
2021).

comedogeénico) Osteogénica

0-n absorcién

Definicion Escala de
operacional medicion
Obtencion de muestras Cualitativa
de polimero enriquecido nominal
con oxido de grafenoy 1. Con 6xido
muestras de polimero sin  de grafeno
oxido de grafeno 2. Sin 6xido
de grafeno
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MATERIALES Y METODOS
Tabla 2. Reactivos para la elaboracion de mientras de PMMA con/sin grafeno.
Elaboracion de muestras de polimero
Reactivos Materiales Equipo
e Addir Pink® e Espatula de e Bascula analitica
(Osfoma®, México) cementos e Micropipeta
e Puntas de e Molde de metal
micropipeta previamente
e Frasco de vidrio fabricado
e Prensa
Fuente: Propia

Tabla 3. Reactivos, materiales y equipo para el aislamiento y caracterizacion de
hDPSC.

Subcultivo celular

Reactivos Materiales Equipo
e Medio de cultivo e Bomba de vacio
base (Gibco® by e Portaobjetos de e Hematocitometro
Life Technologies vidrio e Microscopio
corporation, Gran , invertido
e Pipetas
Island, NY, EUA.) o e Campanade
volumétricas de _ ,
, flujo laminar
e Suero fetal Bovino 10 mL o Incubadora a
(SFB) (Gibco® by descartables 37°C con
Life Technologies estériles )
corporation, Gran e Micropipetas de at,mosfera
sland. NY ’EUA volumen hameda al 95%
sland, N, EUA.) . y 5% de CO2
variable
Penicilina/estreptomi micropineta
cina 10,000Ul/mL y . PP )
10,000 pg/mL () Cajas Petri de
(Gibco® by Life 10-cm y 6-cm

Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.)

e Solucion salina buffer
de fosfato (PBS, pH
7.4) (Gibco® by Life
Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.)
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e Enzima tripsina con
EDTA al 0.05%
(Gibco® by
LifeTechnologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.)

Fuente: Garcia Contreras et al., 2019. Ensefianza practica del aislamiento, cultivo y
caracterizacion de células madre mesenquimales de la pulpa dental humana. Manual
de précticas de laboratorio, UNAM.

Tabla 4. Reactivos para la diferenciacion osteogénica, adipogénica y
condrogénica de hDPSC.
Diferenciacién multilinaje de hDPSC

Reactivos en
general
DMEM (Gibco®
by Life
Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.)
SFB (Gibco® by
Life Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA.
Antibioticos
(Sulfato de
estreptomicina y
Penicilina G)
(Gibco® by Life
Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA)
PBS (Gibco® by
Life Technologies
corporation, Gran
Island, NY, EUA).
Etanol al 70%

Agua destilada

Diferenciacién
osteogénica
a-MEM

Dexametasona

Glicerofosfato

Rojo de alizarina

Dimetilsulféxido

Diferenciacién
adipogénica
a-MEM

Insulina

L-glutamina

Glicerofosfato

Ascorbato-2
fosfato
Isopropanol al
60%
Rojo aceitoso

Diferenciacién
condrogénica
a-MEM

Dexametasona

Glicerofosfato

Proteina
morfogenética
Osea (BMP 4)

Safranina O

Fuente: Garcia Contreras et al., 2019. Ensefianza préctica del aislamiento, cultivo y
caracterizacion de células madre mesenquimales de la pulpa dental humana. Manual
de practicas de laboratorio, UNAM.
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DESARROLLO DE LA METODOLOGIA

La realizacion de muestras como los ensayos de diferenciacién celular fueron
realizados en el Laboratorio de investigacion interdisciplinaria de la ENES
Unidad Le6n, UNAM el cual cuenta con los mas altos estdndares de calidad
NOM-010-STPS-2014, NOM-210-SSA1-2014, ISO 10993-5:1999.

Realizacion de muestras de polimero con/sin éxido de grafeno.

Se realizaron las muestras de PMMA, con el polimero siguiendo las proporciones
del fabricante 2 g de polvo/1 mL de liquido. Se pesaron en una bascula 2 g de
polvo (paso 1) y con ayuda de una pipeta volumétrica se midi6 1 mL de
mondmero (paso 2), este se coloco en un recipiente al cual posteriormente se le
agrego el polvo previamente pesado, se mezclaron ambos con ayuda de una
espatula (paso 3) (evitando la incorporacion de aire y asegurando la humectacién
de las particulas de polvo), esta mezcla se dejé reposar hasta que se perdiera la
consistencia liquida (paso 4) (aproximadamente 6 minutos), con ayuda de una
espatula se colocé la mezcla en un molde el cual se cerr6 (paso 5),
posteriormente se aplicé presion (paso 6 ), reposo en el molde por 30 minutos.
Una vez terminado el tiempo de curado se retiraron los discos de PMMA del
molde y fueron acabados y pulidos con ayuda de una pieza de mano y un fresén
de acrilico (paso 7) (Figura 8).

Figura 8. Elaboracion de muestras de PMMA. Fuente: Propia.
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Elaboraciéon de subcultivo celular de hDPSC

Para realizar el subcultivo celular se retira la caja de Petri con las células de la
incubadora (paso 1) y se observan las células del cultivo primario previamente
caracterizado considerando los criterios internacionales minimos establecidos
por la declaracion internacional de la Sociedad de Terapia Celular, una vez se
observa una alta confluencia (80-100%), se llevan las células hacia la campana
de flujo donde es apartado el medio con ayuda de una bomba de vacio, después
se enjuaga dos veces con 4 ml de PBS , posteriormente se afiaden 500 uL de
Tripsina-EDTA (paso 2) (se procura que la solucién cubra todo el fondo de la
caja), se lleva a la incubadora por 5 min a 37°C, 5% de CO2y 95% de humedad
(paso 3).

Pasado el tiempo se lleva la caja de Petri al microscopio donde se observa el
desprendimiento de las células (paso 4), una vez se encuentran suspendidas, se
colocan 3 mL de medio fresco para inactivar la tripsina y después se afiade el
medio faltante para la cantidad de pocillos a subcultivar (paso 5), se retiran 10
pML de muestra para realizar el conteo celular (en el microscopio mediante un
hematocitometro). Por Ultimo, se realiza nuevamente un pipeteado y se colocan
300puL de medio en cada pocillo de la caja (paso 6) (Figura 9).

Figura 9: Subcultivo celular, principales pasos. Fuente: Propia.
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Ensayo de diferenciacion celular de hDPSC

Los ensayos de diferenciacion adipogénica, condrogénica y osteogénica fueron
realizados con células con un pasaje celular de entre 7 a 12 divisiones, con una
confluencia del 80-100%, sembradas en cajas de 24 pocillos, se colocaron
muestras de PMMA con/sin OG en contacto directo e indirecto, las primeras
durante toda duracion del ensayo y la muestras en contacto indirecto mediante
una elucién (Figura 10) durante 24 horas.

Figura 10. Obtencion de elucién. Fuente: Propia.
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Método de diferenciacion celular de hDPSC hacia linaje
adipogénico

En placas de 24 pocillos se realizo el sembrado celular en una densidad celular
2.4x10° cel/mL. Las placas fueron incubadas a 37 °C con 5% CO2y 95% de
humedad durante 24 horas, posteriormente se observaron las células mediante
un microscopio de contraste de fases con el objetivo de corroborar la adhesion
a los mdltiples pocillos.

Pasadas las 24 horas se eyecto el medio de cultivo, posteriormente se llevaron
a cabo dos lavados con PBS (1) para agregar 600 uL de medio de diferenciacién
adipogénica a con a-MEM [SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%),
dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50
mg/mL)] adicionado con insulina y L-glutamina (2), posteriormente se colocaron
las muestras de PMMA (3).

Este se reemplaz6 cada segundo dia durante 4 semanas, las placas se
mantuvieron incubadas a 37 °C con 5% CO2y 95% de humedad (4).

Pasadas las 4 semanas se detuvo la diferenciacion con una tincion de rojo
aceitoso (0.3 g) en isopropanol 60% v/v (100mL) por 1 hora, a temperatura
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ambiente (5). Las células se lavaron dos veces con PBS (6), por ultimo se
observo la diferenciacion en el microscopio (7) (Figura 11).

Figura 11. Diferenciacion adipogénica. Fuente: Propia.
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Método de diferenciacion celular de hDPSC hacia linaje
condrogénico

En placas de 24 pocillos se realiz6 el sembrado celular en una densidad celular
2.4x10° cel/mL. Las placas fueron incubadas a 37 °C con 5% CO2y 95% de
humedad durante 24 horas, posteriormente se observaron las células mediante
un microscopio de contraste de fases con el objetivo de corroborar la adhesion
a los mdltiples pocillos

Pasadas las 24 horas se eyecto el medio de cultivo, posteriormente se llevaron
a cabo dos lavados con PBS (1) para agregar 600 puL de medio de diferenciacién
condrogénica con o-MEM [SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%),
dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50
mg/mL), proteina morfogenética 6sea (BMP-1 o 4)] (2), posteriormente se
colocaron las muestras de PMMA (3).

Este se reemplaza cada segundo dia durante 2 semanas, las placas se
mantuvieron incubadas a 37 °C con 5% COz2y 95% de humedad (4).
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Pasadas las 2 semanas se detuvo la diferenciacion, se realizaron 2 lavados con
PBS y se fij6 con etanol al 70% v/v por 10 minutos (5), se lavlé una vez méas con
PBS y se colocé una tincién de safranina 0.15 ml O (0.1%) (6)

Las células se lavaron 5 veces con agua bidestilada (7) y se observaron en el
microscopio ( 8) (Figura 12).

Figura 12. Diferenciacion condrogénica. Fuente: Propia.
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Método de diferenciacion celular de hDPSC hacia linaje
osteogénico

En placas de 24 pocillos se realizd el sembrado celular en una densidad celular
2.4x10° cel/mL. Las placas fueron incubadas a 37 °C con 5% CO2y 95% de
humedad durante 24 horas, posteriormente se observaron las células mediante
un microscopio de contraste de fases con el objetivo de corroborar la adhesion

a los multiples pocillos
Pasadas las 24 horas se eyecto el medio de cultivo, posteriormente se llevaron
dos lavados con PBS (1) para agregar 600 pL de medio de diferenciacion

osteogénica con o-MEM [SFB 10%, penicilina y estreptomicina (1%),
dexametasona (0,1 mM), B-Glicerofosfato (10 mM), ascorbato-2 fosfato (50
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mg/mL)] (2).Se colocaron las muestras de PMMA (3) medio fue remplazado cada
segundo dia por 4 semanas o hasta que se observaran cimulos de minerales y
cristales birrefringentes en microscopio (4), las células se mantuvieron incubadas
a 37°C con 5% COz2y 95% de humedad ( 5).

Pasadas las 4 semanas se detuvo la diferenciacién con una tincion de rojo de
Alizarina 40 mM) en NaH2PO4 (0.1 M) y un pH de 4,3. Las células se enjuagaron
dos veces con PBS y fueron fijadas con etanol al 70% (v/v) por 30 minutos a
temperatura ambiente (6), se volvieron a realizar dos lavados con PBS y se
agregaron 250 pL de rojo de Alizarina por 10 minutos a temperatura ambiente
(7). Las células se lavaron 2 veces con PBS (8)y para terminar 5 veces con agua
bidestilada (9) (Figura 13).

Figura 13. Diferenciacion osteogénica. Fuente: Propia.

2 Sea a i
gregan 300pL de medio de - . ;
diferenciacion ostenogenica g 3 Cg&ﬁi‘eggs&%ﬁggasa
grafeno
1  2lavados

70%

ETANOL PBS

Se realiza cambio de
medio cada 2 dias por
3 semanas

- 2 lavados con /

PBS y fijacion con
etanol por 10 min

Se observa ia
diferenciacion bajo
microscpio

2 lavados conPBSy 5 PBS @
lavados con agua Rojo Alizarina
bidestilada

En el caso de la diferenciacion osteogénica se realizé una lectura en un
espectrofotometro con el objetivo de cuantificar los minerales presentes, para lo
cual posterior a la toma de fotomicrografias en el microscopio (1), se coloco en
cada pocillo 300uL de dimetilsulfoxido (2), se pipetean los pocillos
abundantemente (3) y se llevé a un plato de 96 pocillos (4) posteriormente se
realizo una lectura a 550 nm (5) (Figura 14).
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Figura 14: Lectura en espectrofotometro. Fuente: Propia.
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CAPITULO 4
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RESULTADOS

Diferenciacion adipogénica

La presencia de adipocitos al ser una variable cualitativa se determiné mediante
la tincidn de depositos de lipidos, se observaron 18 muestras por cada ensayo
independiente, a las cuales se les aplico rojo aceitoso con el que se observaron
depdsitos de lipidos de coloracion rojiza, se observé un mayor cumulo de
depdsitos de lipidos en las muestras que estuvieron en contacto directo con el
PMMA adicionado con 6xido de grafeno, en comparacion con las muestras que
estuvieron en contacto indirecto y las muestras que no contaban con OG.

Diferenciacion Condrogénica

Durante el proceso de diferenciacion condrogénica se tifie la matriz secretada
por estas células, permite detectar glucosaminoglicanos y proteoglicanos esto
mediante una tincion de safranina, en esta diferenciacion se observo un aumento
de diferenciacién condrogénica en el grupo que estuvo en contacto directo con
el PMMA adicionado con éxido de grafeno, en comparacion con las muestras,
que se permanecieron en contacto indirecto y las muestras que no contaban con
OG.

Diferenciacidon osteogénica

La diferenciacion osteogénica se evalu6 mediante la deteccion de la enzima
fosfatasa alcalina, un marcador del fenotipo osteoblastico, y la mineralizacion de
la matriz extracelular, que sirve como marcador de funcionalidad, se observaron
18 muestras por cada ensayo independiente, bajo microscopia de contraste de
fases y se identificaron cumulos de minerales y cristales birrefringentes al
microscopio, mediante la tincion rojo de alizarina, en las muestras modificadas
con 6xido de grafeno que permanecieron en contacto indirecto ademas de las
muestras en contacto directo sin modificar, en cambio las muestras modificadas
con 6xido de grafeno pertenecientes al grupo directo, ademas de las muestras
en contacto indirecto que no habian sido modificadas con 6xido de grafeno no
mostraron una diferencia significativa (Figura 14 y 15).

Las muestras de este ensayo fueron llevadas a un lector de microplaca (Thermo
Fisher Scientific, Helsinki, Finlandia) en el cual se realiz6 una lectura a 550 nm,
los datos correspondientes fueron analizados con ANOVA encontrando un valor
de p<0.05, donde se pudo observar una diferencia estadisticamente significativa
en las muestras que permanecieron en contacto indirecto con grafeno y en
contacto directo sin grafeno (Figura 16).
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Figura 14. Fotomicrografias de diferenciacion a linajes celulares en hDPSC en
contacto con biopolimero sin 6xido de grafeno. Fuente: Directa.

Control Directo Indirecto

Osteogénica Condrogénica Adipogénica

Figura 15. Fotomicrografias de diferenciacion a linajes celulares en hDPSC en
contacto con biopolimero con 6xido de grafeno. Fuente: Directa.

Control Directo Indirecto

Osteogénica Condrogénica Adipogénica

45



Diferenciacion celular promovida por PMMA enriquecido con OG en hDPSC _

Figura 16. Diferenciacion osteogénica. Los datos representan promedio y
desviacion. Prueba ANOVA *P<0,05 Pos hoc de Tukey, n=9 Fuente: Directa.
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacién evidenciaron un aumento de
diferenciacion celular en el grupo expuesto a PMMA enriquecido con Oxido de
grafeno, esto se debe a los grupos funcionales presentes en el OG permiten una
unién covalente con otras moléculas lo que ocasiona una plataforma de
preconcentracion.

Dichos resultados concuerdan con lo reportado en un estudio realizado en 2011
donde se evaluo el potencial de diferenciacion celular de CMM en sustratos de
oxido de grafeno, donde se observé un aumento en la diferenciacion celular a
linaje adipogénico y condrogénico ya que este material actia como plataformas
de preconcentracion de inductores quimicos, lo que aceleré la diferenciacion
celular (Lee et al., 2011).

Posteriormente en el afio 2016 se evaluo el potencial de diferenciacién en un
sustrato de 6xido de grafeno en células troncales de la pulpa dental humana,
este estudio evalud la presencia de MSX-1 y RUNX2 los cuales son genes
presentes en células capaces de secretar depdsitos minerales. Los resultados
de este estudio fueron bastante alentadores ya que no se agregaron inductores
quimicos durante la diferenciacién celular.

Una investigacion realizada en el afio 2020 evalu6 la diferenciacién osteogénica
de hDPSC inducida por un PMMA modificado con 6xido de grafeno, donde se
tuvo como resultado un incremento en la diferenciacion a linaje osteogénico en
comparaciéon con el PMMA sin modificar, ya que el grupo modificado con éxido
de grafeno mostré un aumento en los marcadores ALP, SPARC y BMP-2,de
esta manera se concluy6é que el PMMA al cual se le habia afiadido 6xido de
grafeno , puede ser un compuesto prometedor en la ingenieria de tejidos.

Estos estudios concuerdan parcialmente con los resultados obtenidos en esta
investigacion, ya que en este estudio no se observdé un aumento significativo
hacia linaje osteogénico por parte del grupo modificado con 6xido de grafeno sin
embargo se observé un aumento de diferenciacion celular adipogenica y
condrogénica, en el grupo expuesto a PMMA enriguecido con 6xido de grafeno,
esto se debe a los grupos funcionales presentes en el OG, los cuales permiten
una unién covalente con otras moléculas lo que ocasiona una plataforma de
preconcentracion a la cual se ven unidos los inductores quimicos,

La atraccion de inductores quimicos se puede explicar gracias a la capacidad
gue presenta el 6xido de grafeno de union de electrones no covalentes. Sumado
a esto se ha demostrado cierta afinidad del grupo —OH hacia el acido ascaorbico
debido a que se forman enlaces de hidrogeno entre estas moléculas. Una vez
unidos estos inductores quimicos se tiene una plataforma capaz de acelerar la
diferenciacion celular.
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Limitaciones del estudio

A lo largo de la realizacion de este estudio se presentd una limitacion ya que
como se menciond anteriormente existen diferentes vias para la obtencion del
oxido de grafeno, cada una presenta caracteristicas diferentes, siendo unas mas
biocompatibles e inductoras a diferenciacion que otras. Por lo que, al emplear un
material disponible en el mercado y no realizar una caracterizacién de dicho
material no contamos con la informacion sobre la cantidad y el tipo de grafeno
presente en el PMMA, lo que nos podria ayudar a interpretar de mejor manera
los resultados obtenidos.

Perspectivas a futuro

Con la realizacion de este estudio se espera el desarrollo de nuevas
investigaciones dentro de la Escuela Nacional De Estudios Superiores Unidad
Ledn, con el objetivo de enriquecer esta linea de investigacion pudiendo estudiar
diferentes lineas celulares para asi determinar cual presenta una mayor
diferenciacion celular, ademas de estudiar la interaccion de este material sobre
células en estado de inflamacion, lo que nos podria brindar informacién sobre el
comportamiento de este material al ser empleado posterior a una intervencion
quirurgica.
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CONCLUSION

El 6xido de grafeno ha despertado gran interés debido a la gran cantidad de
oportunidades para el disefio de materiales bioactivos y su uso prometedor en
ingenieria de tejidos, el PMMA modificado con 6xido de grafeno ha demostrado
efectos favorables en la interaccion con hDPSC en la diferenciacion a linajes
celulares osteogénico, adipogénico y condrogénico, lo que convierte a este
biopolimero en un material 6ptimo para la diferenciaciéon multilinaje. Basandonos
en estos resultados, se plantea la posibilidad de llevar a cabo estudios in vivo
para observar el comportamiento de este material. De obtener resultados
favorables, este material podria representar una contribucién significativa tanto
para la medicina regenerativa como para los materiales dentales. Ademas de ser
bioactivo, se ha demostrado que mejora las propiedades fisicas del PMMA.
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