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1. RESUMEN 
 
Objetivos: El objetivo de la presente investigación fue analizar histológicamente el 

efecto del uso de Óxido de grafeno y Óxido de grafeno con Calcio como reconstructor 

óseo en defectos óseos creados quirúrgicamente en cráneos de rata. 

 

Material y métodos: Se crearon defectos óseos quirúrgicos de tamaño crítico (4mm) 

en 10 animales que se dividieron aleatoriamente en dos grupos: grupo I (9 días); grupo 

II (21 días); Los animales fueron sacrificados a los 9 o 21 días después de la cirugía. 

Las muestras se incluyeron en parafina, se cortaron en serie y se tiñeron con 

hematoxilina y eosina para su análisis bajo microscopía óptica. La formación de hueso 

nuevo en el área cortical del defecto se evaluó visualmente y se capturaron datos 

mediante un cuestionario previamente elaborado. 

 

Resultados: Todos los grupos experimentales demostraron una curación ósea superior 

en comparación con el grupo control. Sin embargo, las muestras experimentales del 

grupo II mostraron evidencia de una curación más avanzada después de la cirugía en 

comparación con los grupos experimentales del grupo I. 

 

Conclusiones: El Óxido de grafeno y el Óxido de grafeno con Calcio como injerto óseo 

para restauración produjo mejores resultados de tratamiento en comparación con los 

grupos Controles (Defecto quirúrgico únicamente) en el caso de defectos de tamaño 

crítico en cráneos de rata. Los biomateriales utilizados en combinación con técnicas de 

ingeniería de tejidos han mostrado resultados alentadores con respecto a la formación 

de hueso nuevo 
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1.1 ABSTRACT 
 

Objectives: the objective of the present investigation was to analyze histologically the 

effect of the use of graphene oxide and graphene oxide with calcium as a bone 

reconstructive in bone defects surgically created in rat skulls. 

 

Material and methods: surgical bone defects of critical size (4mm) were created in 10 

animals that were randomly divided into two groups: group i (9 days); group ii (21 days); 

the animals were sacrificed 9 or 21 days after surgery. The samples were included in 

paraffin, serially cut and stained with hematoxylin and eosin for analysis under light 

microscopy. The formation of new bone in the cortical area of the defect was visually 

evaluated and data were captured through a previously prepared questionnaire. 

 

Results: all the experimental groups showed superior bone healing compared to the 

control group. However, the experimental samples of group ii showed evidence of a 

more advanced cure after surgery compared to the experimental groups of group i. 

 

Conclusions: graphene oxide and graphene oxide with calcium as a bone graft for 

restoration produced better treatment results compared to the controls groups (surgical 

defect only) in the case of critically sized defects in rat skulls. Biomaterials used in 

combination with tissue engineering techniques have shown encouraging results with 

respect to the formation of new bone 
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2. INTRODUCCIÓN 

 

Endodoncia es la rama de la odontología encargada del estudio de la morfología 

de la cavidad pulpar, la fisiología y la patología de la pulpa dental, así como la 

prevención y eliminación de las alteraciones pulpares y sus repercusiones sobre los 

tejidos perirradiculares (1).  

 

 El ámbito clínico de la endodoncia incluye el diagnóstico y el tratamiento 

del dolor orofacial de origen pulpar y/o periapical; los tratamientos para mantener la 

vitalidad de la pulpa; los tratamientos de conductos radiculares cuando no es viable 

conservar su vitalidad o cuando existe necrosis de la misma; los tratamientos 

quirúrgicos para eliminar los tejidos periapicales inflamados, consecuencia de la 

patología pulpar; el tratamiento de la afectación pulpar por traumatismos, así como 

reimplante de dientes avulsionados; y el retratamiento de dientes que presentan un 

fracaso de un tratamiento endodóntico previo (2). 

 

Los defectos óseos grandes representan problemas clínicos importantes. La 

pérdida ósea puede ser el resultado de varias patologías, causadas por un 

traumatismo, o puede ser una consecuencia de procedimientos quirúrgicos. Varias 

investigaciones han evaluado la reconstrucción de estructuras anatómicas perdidas 

debido a un traumatismo, infección o resección de tumores, para proporcionar 

rehabilitación funcional y estética del paciente. Los biomateriales utilizados en 

combinación con técnicas de ingeniería de tejidos han mostrado resultados alentadores 

con respecto a la formación de hueso nuevo.  La Ciencia de los Biomateriales 

comprende el estudio de aquellos materiales diseñados para interactuar con sistemas 

biológicos y resolver problemas muy diversos en el área de Biomedicina (3).  

 

La restauración con apoyo de implantes ha sido realizada cada vez más por 

dentistas por razones tanto estéticas como funcionales. Sin embargo cuando 

Infecciones, procesos patológicos, extracciones o lesiones congénitas y traumáticas en 
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el maxilar superior y la mandíbula conducen a la pérdida ósea, la instalación del 

implante dental podría no ser la mejor opción  (4). Por lo tanto, para minimizar la pérdida 

de hueso alveolar, o incluso restaurarla, diferentes tipos de se han utilizado injertos 

aloplásticos. 

 

La restauración con apoyo de implantes ha sido realizada cada vez más por 

dentistas por razones tanto estéticas como funcionales. Sin embargo cuando las 

infecciones, procesos patológicos, extracciones o lesiones congénitas y traumáticas en 

el maxilar superior y la mandíbula conducen a la pérdida ósea,  la instalación del 

implante dental podría no ser la mejor opción (5). Por lo tanto, para minimizar la pérdida 

de hueso alveolar, o incluso restaurarla, diferentes tipos de injertos aloplásticos se han 

desarrollos por ingeniería de tejidos. 

 

2.1 Huesos y tejido óseo 
 

Un hueso está compuesto típicamente por tejido óseo y otros tejidos conjuntivos, 

incluidos el tejido hemopoyético y el tejido adiposo, junto con vasos sanguíneos y 

nervios (6). El tejido óseo se clasifica en compacto (denso) y esponjoso (trabeculado). Al 

examinar la superficie de corte de un hueso se pueden identificar dos organizaciones 

estructurales distintas del tejido óseo. Una capa densa y compacta forma la superficie 

ósea externa (tejido óseo compacto) mientras que una malla de aspecto esponjoso 

compuesta por trabéculas (delgadas espículas de tejido óseo anastomosadas) forma la 

parte interna del hueso (tejido óseo esponjoso). Los espacios que hay en la malla están 

comunicados y, en los seres vivos, contienen la médula y vasos sanguíneos (6).  
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Imagen 1. Imagen de un corte longitudinal de la epífisis de un hueso  largo. Imagen 

tomada de: ROSS MH y WP. Histología: Texto y Atlas Color con Biología Celular y 

Molecular. 

 

 

La Imagen 1 muestra un corte longitudinal de la epífisis de un hueso largo. La 

porción más externa tiene una estructura maciza (flechas) y corresponde al hueso 

compacto (denso). El interior del hueso es de aspecto reticulado y corresponde al 

hueso esponjoso (trabeculado), que está formado por muchas trabéculas óseas 

anastomosadas entre las cuales hay un laberinto de espacios medulares 

intercomunicados (6) 

 
 Los huesos están formados primordialmente por tejido óseo, aunque éste está 

acompañado por tejido conectivo propiamente dicho y por tejido cartilaginoso.  El tejido 

conectivo forma el periostio y el endostio, membranas que revisten las superficies 

externa e interna de los huesos, respectivamente.  

 

El endostio está formado por tejido conectivo, con abundantes vasos 

sanguíneos, células osteogénicas y osteoblastos. En el adulto, contiene células 
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inactivas que conservan la capacidad osteogénica en caso de lesión ósea para su 

reparación. El endostio, también tiene capacidad osteogénica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Esquema del periostio. El periostio es la membrana que rodeo al hueso por 
cartílago articular. El periostio está compuesto por dos capas: capa exterior fibrosa 
formada por tejido conjuntivo denso irregular que contiene los vasos sanguíneos, vasos 
linfáticos y nervios que pasan al hueso; y la capa osteogénica que contiene células 
óseas de varios tipos, fibras elásticas y vasos sanguíneos. Figura tomada de 
http://www.genomasur.com/BCH/BCH_libro/capitulo_10.htm 

 

 

Las células formadoras del tejido óseo son los osteoblastos (Figura 2). Los 

osteoblastos segregan los componentes de la matriz extracelular (MEC). La matriz 

extracelular recibe el nombre de sustancia osteoide y contiene proteoglucanos, 

glicoproteínas y abundantes fibras colágenas (Figura 3). Los osteoblastos depositan 

sobre las fibras colágenas las sales de hidroaxipatita (fosfato de calcio) que mineralizan 

el hueso, otorgándole rigidez. Gran parte del calcio y del fosfato del organismo se 

encuentran en el tejido óseo. Cuando las células quedan completamente rodeadas por 

la MEC, reciben el nombre de osteocitos (Figura 2). Éstas presentan un cuerpo central, 

donde se ubican el núcleo y la mayor parte del citoplasma, y prolongaciones delgadas 

que les dan un aspecto araneiforme (forma de araña). Las prolongaciones de los 

osteocitos se extienden por el interior de canalículos que quedan excavados en la 

sustancia intercelular y (Figura 3), a través de los mismos, distintos osteocitos pueden 

conectarse entre sí (6). 
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Figura 2. Mediadores celulares en la formación de tejido óseo. Ilustración de las 
células implicadas en la formación de hueso: osteocitos, osteoclastos, célula 
osteoprogenitora y osteoclasto. Figura tomada de: Tortora-Derrickson: Principios de 
Anatomía y Fisiología. 

 

El tejido óseo es metabólicamente muy activo. Los huesos crecen durante la 

infancia y la adolescencia y realizan una continua actividad de remodelación a lo largo 

de la vida. La remodelación está influida por la actividad física desarrollada. El 

crecimiento y la remodelación de los huesos resultan de la acción combinada de los 

osteoclastos y los osteoblastos (6). 

                  

Figura 3. Representación esquemática del proceso de formación de tejido óseo. Figura 
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tomada de: https://www.histology.leeds.ac.uk/bone/bone_cell_types.php. 
 

 

Los osteoclastos son células de gran tamaño (Figura 2), multinucleadas, 

formadas por la fusión de monocitos provenientes de la médula ósea y con un elevado 

contenido de enzimas lisosómicas. Cuando un hueso va a ser remodelado, (Figura 4) 

los osteoclastos aparecen sobre la superficie del mismo. Interactúan con la MEC a 

través de una superficie secretora plegada (ribete en cepillo) liberando ácidos y 

enzimas que provocan la degradación de sus componentes. Este proceso se denomina 

resorción ósea. El crecimiento de los huesos requiere resorción de algunas partes a 

cargo de los osteoclastos, y formación de nueva matriz, a cargo de los osteoblastos (6). 

 

Después de una fractura, el hueso se autorrepara repitiendo el proceso 

embrionario original. Para ello, requiere un modelo de cartílago en la zona de fractura. 

Las células cartilaginosas se diferencian a partir del periostio. El cartílago es 

reemplazado luego por el trabajo conjunto de osteoclastos y osteoblastos (6). 

 

Por otro lado las BMU’s (Unidades básicas multicelulares) son la unidad 

funcional y estructural del tejido óseo, contienen todos los elementos necesarios para 

su remodelado y actúan de forma integrada y secuencial con la participación de los 

osteoclastos y osteoblastos (REFA). Las BMU’s son unas unidades altamente 

especializadas que se van a convertir en osteoclastos para remodelar el hueso y luego 

osteoblastos para producir nuevo hueso, este proceso es un estereotipo activación 

reabsorción- formación (ARF). Por otro lado, las micro fracturas van a generar el 

proceso de apoptosis en algunas células óseas, principalmente osteocitos, que liberan 

prostaglandinas y citoquinas para que finalmente se dé la remodelación ósea. Una vez 

este proceso termine, empieza a actuar la cascada de la coagulación y la cicatrización 

reduciendo así la actividad osteoclastica debido a dos sucesos: primero, que los 

osteoblastos que están conectados con los osteocitos por medio de uniones celulares 

crean una adhesión de moléculas impidiendo la llegada de los osteoclastos al sitio 

quirúrgico, y segundo, las citoquinas producen el RANKL ligando (ligando de receptor 

activador para el factor nuclear kB), y como el preosteoclasto en sangre tiene los 



  INTRODUCCIÓN 

  24 

receptores RANK, al juntarse van a inducir al osteoblasto a producir OPG 

(Osteoprotegerin) inhibiendo la diferenciación y activación del osteoclasto. En otras 

palabras, el RANK y el OPG compiten para unirse con el RANKL (Figura 4). Una vez 

terminado este proceso llegan las BMU’s y empiezan a formar el hueso según el 

estereotipo ARF, lo cual es fundamental para controlar la reabsorción ósea (REF 

CDEF). 

 

 

             

Figura 4. Proceso de remodelación del hueso. RANKL (verde): Ligando del Receptor 
Activador para el Factor Nuclear KB; RANKL (azul): Receptor Activador para el Factor 
Nuclear KB. OPG: osteoprogeterina.  Figura tomada de: E. Michael Lewiecki, 2011 
(11). 
 

2.2 Andamios en ingeniería de tejidos 

 
La Ingeniería de Tejidos es un área multidisciplinar que combina los principios 

de la Ingeniería, la física y las ciencias de la vida con el fin de desarrollar sustitutos 

biológicos de tejidos u órganos dañados que reparen, reemplacen o mejoren la función 

biológica perdida debido a anomalías congénitas, lesiones traumáticas, enfermedades 

o envejecimiento (7). 

 

Algunas estrategias modernas de ingeniería de tejidos combinan células vivas y 
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andamios tridimensionales para el desarrollo de sustitutos biológicos que puedan 

restaurar las funciones tisulares. De manera adicional, se pueden utilizar para 

administrar moléculas bioactivas y acelerar el proceso de curación (8). La función 

principal de los andamios es proporcionar apoyo anatómico a las células 

multiplicadoras para reparar los tejidos dañados y en el proceso, sufrir gradualmente 

degeneración y reabsorción sin dañar los tejidos resultantes, por esta razón para su 

diseño se prefieren materiales porosos,  biocompatibles y biodegradables que logren 

satisfacer las necesidades requeridas de regeneración y/o reparación de tejidos (9–11), 

su arquitectura y composición deben favorecer  las uniones celulares, la proliferación y 

diferenciación de las células hospedadoras circundantes al área lesionada (9,12,13).  

 

Tipos de andamios 

En 1970, Green et al., generó lo que podría ser la primera evidencia de un 

andamio tisular, a partir de células de cartílago en espículas óseas. Desde entonces, 

ha surgido una gran cantidad de trabajos sobre el cultivo de células utilizando 

andamios diseñados a partir de materiales biocompatibles para la formación de nuevos 

tejidos (14). Es esperado que estos andamios posean propiedades osteoconductoras y 

osteoconductivas, que promueven la migración de elementos como células 

mesenquimales, osteoblasto, osteoclastos, vasculatura complementaria y promuevan la 

diferenciación de células osteogénicas (15,16).  

Diversos materiales sintéticos y naturales, biodegradables y no biodegradables 

han sido utilizados en la fabricación de andamios óseos obtenidos a través de 

diferentes métodologías (17). Los materiales sintéticos tienen diversas ventajas sobre los 

materiales naturales en términos de mayor fuerza mecánica, biocompatibilidad, 

degradabilidad, efectividad y costos (18–20). Ejemplos de ellos son las cerámicas, los 

polímeros y los compositos (21). 

 

2.3 Andamios Poliméricos 
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Los andamios de polímeros sintéticos consisten en materiales hechos a partir de 

poliésteres alifáticos tales como poli (ácido láctico) (PLA), poli (ácido glicólico) (PGA) y 

poli (caprolactona) (PCL), y sus copolímeros (22–26). Son biocompatibles, 

biodegradables, y se pueden sintetizar fácilmente en diferentes formas (27). Otro 

ejemplos incluyen el poli (metacrilato de metilo), el poli (e- vcbxli sulfona) (28).  

 

Por otro lado, los andamios poliméricos naturales se componen de biomateriales 

extracelulares que se pueden clasificar 3 grupos: 1) proteínas (colágeno, gelatina, 

fibrinógeno, elastina, queratina, seda, etc.); 2) polisacáridos (glicosaminoglicanos, 

celulosa, amilosa, dextrano, quitina, etc.); y 3) polinucleótidos (ADN, ARN) (29–31).  

 

Se ha reportado que los andamios basados en matriz extracelular (MCE) tienen 

muchas similitudes al tejido original (32,33). Este tipo de andamios pueden ser derivados 

de células (las células se usan para generar nuevo tejido óseo o sembrar en una matriz 

de soporte) o derivados de tejidos (el tejido óseo se usa directamente) (34–36). A 

diferencia de los andamios autógenos basados en ECM, los injertos alógenos y 

xenógenos deben ser desvitalizadas o descelularizadas para evitar la respuesta 

inmune del huésped. Aunque, los andamios autógenos tienen mínimos rechazos 

inmunológicos; alta histocompatibilidad; altas propiedades osteoconductoras, 

osteoinductivas y osteogénica, su aplicación ha sido limitada debido a la necesidad de 

cirugía adicional, la morbilidad del donante y la falta de disponibilidad. Por otro lado 

aunque los andamios alogénicos y xenogénicos tienen efectos osteoconductores y 

osteoinductivos sin necesidad de cirugía adicional, están limitados debido al riesgo de 

transmisión de enfermedades e inmunogenicidad.  

 

La disponibilidad es el principal problema con los andamios basados en ECM 

alógenos. Si bien los andamios xenógenos son abundantes, están limitados debido a la 

transferencia o mutación de ADN (37,38). La principal causa del rechazo del trasplante es 

la fuerte respuesta inmunitaria humana a los componentes celulares residuales de los 

injertos xenogénicos. El trasplante de xenoinjertos desencadena respuestas 

inflamatorias, inmunes y coaguladoras. Aunque, los polímeros naturales han mostrado 
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una gran biocompatibilidad y biodegradación controlada; las pobres propiedades 

mecánicas son la principal desventajas cuando se utilizan como andamios óseos (39,40). 

Las propiedades mecánicas, la biodegradabilidad y la consistencia de un lote a otro son 

difícilmente controlables en biomateriales de origen natural. Estos biopolímeros no 

brindan suficiente apoyo arquitectónico y protección para las células osteogénicas. 

Además, también pueden ocurrir reacciones inmunogénicas y la transmisión de 

patógenos debido al contenido impuro en biopolímeros naturales (41). 

 

2.4 Cerámicas 
 

El tejido óseo está constituido  aproximadamente un 70% de hidroxiapatita (HA) 

y 30% de colágeno (42). Por lo tanto los andamios compuestos de cerámicas tienen la 

capacidad de mimetizar el tejido óseo y proporcionar mayor adherencia y proliferación 

de osteoblastos en comparación con otro tipo de materiales (43). Entre las cerámicas 

reportadas la HA Ca10(PO4)6(OH)2 (CPC) ha sido ampliamente utilizada como un 

sustituto óseo desde hace aproximadamente 80 años (44) ya que es biocompatible, 

osteoconductor (45), similar a las porciones inorgánicas del tejido óseo y dental. 

Además, es mecánicamente resistente y bioactivo, no es antigénico, carcinogénico ni 

tóxico. 

Sin embargo, la AH que se ha utilizado clínicamente no es biodegradable y 

permanece en el sitio de implantación durante largos periodos (46), lo que limita la 

regeneración ósea. La falta de degradación se debe probablemente a las altas 

temperaturas durante la producción de cerámica (47) y al tratamiento después de la 

síntesis que aumenta la cristalinidad y dificulta la biosorción. En este sentido, los 

materiales nano-estructurados con baja cristalinidad muestran alternativas potenciales 

a los injertos cuando se producen con materiales no sinterizados a baja temperaturas 

(48) y pueden así, imitar a la apatita biológica (49). Se han reportado modificaciones 

químicas exitosas de la AH mediante la sustitución de grupos fosfato (PO) y/o  hidroxilo 

(OH) con carbonato (CO) (50) con la finalidad de  disminuir la  cristalinidad y aumentar la 

solubilidad, que favorezca una rápida bioabsorción y regeneración ósea (48). 

Por otro lado, aunque la resistencia mecánica de la cerámica es superior en  
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comparación con los polímeros, es inferior a los huesos naturales, especialmente en 

términos de resistencia a la tracción y torsión. La HA tiene una gran compresión (500-

1000 MPa) y fuerza de flexión (115-200 MPa) en comparación con el hueso humano 

(100-230 y 50-150 MPa respectivamente); sin embargo, su tenacidad a la fractura (1 

MPa m0.5) es mucho menor (2-12 MPa m0.5) (51). 

2. 5 Compositos 
 

Los andamios construidos de 2 o más materiales diferentes (Compositos), tienen 

la capacidad de combinar las ventajas de los materiales que son constituídos 

(materiales metálicos, cerámicos y polímeros) (28) y mejorar así las biopropiedades 

andamio y de degradación (52). Ejemplos de ellos, son los compuestos de 

polímero/cerámica que han demostrado excelentes propiedades mecánicas y 

osteoconductividad (53,54). También se han estudiado compositos a partir de 

biocerámicas, como  la CP, la HA y la TCP con poli (ácido L-láctico) (PLLA), colágeno, 

gelatina y quitosano, (34,55–58) como materiales de apoyo en estudios de reparación ósea 

con similares resultados. Se ha demostrado que compositos de polietileno de alta 

densidad (HDPE) y Poli (ácido l-lactida-co-glicolida) (PLGA) con HA mimetizan algunas 

propiedades óseas, tales como mineralización y diferenciación celular (28). En un 

estudio compositos de colágeno/bioglass indujeron mineralización temprana y una 

sobre expresión de ALP (59).  

Por otro lado, diversos trabajos han revelado que el recubrimiento de metales, 

vidrios, cerámicas inorgánicas y polímeros orgánicos (como PLGA, PS, PP y silicona), 

colágenos y fibras de seda utilizando fosfato de calcio, mejora la biocompatibilidad en 

aplicaciones ortopédicas (17,60). En otro estudio se demostró que la utilización de 

espuma de hierro (Fe) recubierta con fosfato de calcio en células madre 

mesenquimales humanas optimiza la tasa de proliferación y diferenciación con respecto 

a las células que se expusieron a espuma no recubierta (61).  

Sin embargo, aunque el recubrimiento mejora la bioactividad, inhibe la 

degradación de la espuma de (62). Las aleaciones de Fe han mostrado una degradación 

in vitro más rápida en comparación con la forma pura (63). La fabricación de estructuras 

porosas a partir de metales biodegradables afecta las propiedades mecánicas y de 
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degradación del composito, la regeneración celular y el transporte del producto de 

degradación en la estructura (64). En diversas investigaciones, utilizando animales de 

experimentación, Se ha observado que los andamios metálicos con rejilla de carbono y 

depósitos de tántalo (Ta) presentan una alta biocompatibilidad. Se propone que sus 

redes trabeculares permiten un crecimiento óseo apropiado y una alta estabilidad (65–69). 

También se ha demostrado que la incorporación de cobalto (Co) en andamios de 

bioglass mesoporosos induce hipoxia que aumenta la proliferación, diferenciación y 

expresión de genes relacionados con los huesos derivados de la médula ósea (70). 

2.6 Grafeno 
 

El éxito de la ingeniería del tejido óseo depende entonces en gran medida de la 

funcionalidad del andamio. Identificación de nuevos materiales con propiedades como 

las arriba mencionadas es crucial para la eficiencia del proceso de regeneración de 

tejidos. Un material funcional que posee tales características es el grafeno (71). El 

grafeno es un material nanométrico bidimensional, consistente en una sola capa de 

átomos de carbono fuertemente cohesionados mediante enlaces que presentan 

hibridación sp2 y dispuestos en una superficie uniforme, ligeramente ondulada, con una 

estructura semejante a la de un panal de abejas por su configuración atómica 

hexagonal.  

Es una de las formas alotrópicas del carbono, como lo son también el grafito y el 

diamante (72,73). Su conductividad eléctrica y la movilidad de carga superan a los 

polímeros más conductores por varias órdenes  de magnitud (74) haciendo del grafeno 

un material revolucionario para dispositivos electrónicos como baterías, 

semiconductores, sensores electroquímicos, entre otras aplicaciones. Al ser fácilmente 

funcionalizado, el grafeno también  se ha utilizado ampliamente en aplicaciones 

biomédicas (Figura 5) (biosensores, nanotransportadores para la administración de 

fármacos y genes, dispositivos para imágenes de células y fototerapia para el cáncer, 

etc.) (74–78).  
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Figura 5. Aplicaciones de grafeno en ingeniería de tejidos. Imagen tomada de; Geetha 
Bai, R. Et al., Graphene: A versatile platform for nanotheranostics and tissue 
engineering Progress in Materials Science, 2018. 

 

Por otro lado, como el grafeno se puede sintetizar en una forma pura, ofrece una 

superficie sintonizable que ha permitido ser utilizado como un sustrato en experimentos 

con células cultivadas como células madre mesenquimales (MSC), células madre 

neuronales y células madre pluripotentes inducidas (20,35,74,79,80). 



  INTRODUCCIÓN 

  31 

 

Figura 6. Esquema de la obtención y estructura de las diferentes formas del grafeno a 
partir de grafito. GO: óxido de grafeno; rGO: óxido de grafeno reducido; CVD: Chemical 
Vapor deposition (por sus siglas en inglés) grafeno. 

 

Los derivados de Grafeno pueden clasificarse en base a su número de capas 

(por ejemplo, grafeno mono o multicapa) o por su modificación química, como el óxido 

de grafeno (GO) o GO reducido (rGO) (Figura 6). El GO es una forma de grafeno 

altamente oxidado obtenida a partir de la oxidación del grafito. Este compuesto anfifílico 

permite la funcionalización de su superficie (mediante la reacción de sus grupos 

funcionales, OH, COOH y COC con diferentes sustratos) y es dispersable en 

soluciones acuosas, por lo que su uso es factible en la liberación fármacos y genes, 

modificación de sustratos etc. (35, 74, 77,79).  

 

Por otro lado, el rGO es la forma reducida del GO que se obtiene mediante la 

eliminación de los grupos que contienen oxígeno con la recuperación de una estructura 

conjugada parecida al grafito (34,74). El grafeno en diferentes formas se puede obtener 

utilizando diferentes enfoques, los cuales incluyen exfoliación mecánica y/o química de 
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grafito. El método mecánico, también conocido como "Scotch tape" o técnica de 

despegue, permite el desprendimiento de hojuelas de grafeno en la orden de 

micrómetros a partir de un cristal de grafito utilizando cinta adhesiva (34,71).  

En la exfoliación química, el grafito se oxida utilizando ácidos fuertes como el 

ácido sulfúrico o nítrico. El procedimiento inserta átomos de oxígeno entre las hojas 

individuales del grafeno y los obligándolas a separarse, lo que resulta en una 

suspensión de hojas GO que son posteriormente filtradas para su aislamiento en forma 

de escamas GO. Dado que el GO presenta funcionalidades de oxígeno, puede ser 

dispersado en agua, medios fisiológicos, y diversos solventes orgánicos (81).  

 

Otros métodos para la obtención de grafeno incluyen el crecimiento epitaxial y la 

deposición química de vapor (CVD) (19,71). Este último es un versátil y escalable método 

para la producción de gran escala y alta calidad del grafeno que puede transferirse a 

diversos sustratos  (60).  

                                      

Figura 7. Espectro Raman de pristine grafeno (espectro superior) y sus derivados: 
óxido de grafeno (GrO) y óxido de grafeno reducido (rGrO) (espectro inferior). 

 

En un proceso típico de CVD, un sustrato de cobre o níquel  se coloca en una 
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cámara de reacción (generalmente un tubo de cuarzo) donde se bombean los gases 

precursores (CH4 y H2) a altas temperaturas (~ 1000ºC). La alta temperatura lleva a la 

pirólisis de los precursores y disocia los átomos de carbono que luego reaccionan con 

el sustrato para producir la película delgada de grafeno. El grafeno cultivado con CVD 

es flexible e hidrófobo, por lo que es muy utilizado como el células cultivadas para 

promover la proliferación celular y mejorar sus funciones (4,74,82–85). Los diversos 

métodos para producir grafeno dan como resultado materiales con diferente número de 

capas y/o grupos químicos.  

Estas diferencias estructurales se reflejan en cambios de las bandas de 

electrones, en los espectros de Raman, que permiten la identificación y caracterización 

precisa de los derivados, mediante el análisis de tres picos: G, 2D y D (Figura 7). Las 

bandas G y 2D son las más destacadas en las muestras de grafeno: la banda G (~1587 

cm-1) surge del estiramiento del enlace C-C en materiales grafíticos mientras que la 

banda D (~1340 cm-1) solo se activa si hay trastorno o defectos presentes. La banda 

2D (2500-2800 cm-1) está presente en todos los tipos de materiales de carbono sp2 y se 

utiliza para determinar el número de capas de grafeno (86).            

 

2.6.1 Características generales y propiedades del grafeno 

 

 El grafeno tiene unas propiedades muy interesantes que lo convierten en un 

material muy versátil con infinidad de aplicaciones en numerosos ámbitos. Como se ha 

explicado anteriormente, puede ser sintetizado con ayuda de diversos elementos de 

manera que dependiendo del elemento utilizado, el producto final puede tener 

diferentes propiedades.  

2.6.2 Propiedades eléctricas  
 

Su estructura de red hexagonal en dos dimensiones permite una superposición 

de las bandas de valencia (orbitales pz) y de conductancia, proporcionándole una 

dispersión lineal. Es decir, permite que sus electrones se comporten como partículas 

sin masa que pueden moverse libremente por toda la lámina. Esta cualidad, además es 

independiente a la temperatura, lo que presenta una gran ventaja frente a otros 
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dispositivos electrónicos. Otros materiales, al poseer impurezas en su estructura, 

dificultan y ralentizan el movimiento de los electrones, sin embargo, el grafeno al 

provenir únicamente de un compuesto puro carece de dichas impurezas (87).  

2.6.3 Permeabilidad 
 

 Permite el paso de agua, sin embargo, impide el paso de elementos pequeños 

como el helio (87). 

2.6.4 Propiedades mecánicas y elasticidad 
 

Un microscopio de fuerza atómica es un instrumento capaz de detectar fuerzas 

de cohesión, este se aplicó de forma perpendicular a una lámina de grafeno, con el 

objetivo de medir su límite elástico. Como el grafeno apenas presenta defectos en su 

red puede estirarse de forma reversible hasta un 10% de su tamaño habitual, mientras 

que el resto de los sólidos soportan sólo alrededor del 3% (88).  

El valor módulo de Young del grafeno es 0.5 TPa , esto supone el doble que el 

del acero (0.21TPa) o el silicio (0.19 TPa), aunque menor que el del diamante (1.05 

TPa). Esto quiere decir que tiene una gran resistencia a la rotura sin deformarse, 

propiedad muy útil en nanotecnología.  

Estas propiedades difieren tanto del grafito, del cual procede, debido a que el 

grafito está constituido por láminas de grafeno unidas por fuerzas de Van der Waals las 

cuales, al aplicar una fuerza mecánica, se rompen con mayor facilidad que las uniones 

covalentes que hay entre los átomos de carbono de una lámina de grafeno.  

2.6.5 Otras propiedades 
 

  Ligereza, capacidad de soportar radiación ionizante, evita la corrosión de 

otros materiales y capacidad de reacción con otras sustancias (88).  

2.6.6 Toxicidad  
 

Para poder utilizar el grafeno en aplicaciones biomédicas es imprescindible 

conocer su toxicidad. Estudios recientes han demostrado cierta citotoxicidad celular del 

grafeno, que puede provocar una disminución de la adhesión celular, inducción de la 
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apoptosis celular e introducción en ciertos compartimentos celulares. Sin embargo, al 

realizar estos estudios sobre GO se afirma una ausencia de citotoxicidad celular. 

También ha sido evaluada la influencia en la citotoxicidad de diversos factores tales 

como la concentración o la forma, siendo estos relevantes.  

Aunque el factor más relevante de todos es la funcionalización de la superficie  

(89), es decir, la introducción de grupos funcionales en la superficie del grafeno. Esta 

técnica puede ayudar a disminuir la fuerte interacción que hay entre el grafeno/GO y las 

células y tejidos. Además, puede ayudar a reducir la generación de especies reactivas 

de oxígeno, que desencadenan apoptosis celular por la activación de la caspasa-3.  

Al utilizar GO funcionalizado en estudios en vivo, se pudo comprobar como este 

se acumula en el sistema retículo endotelial en hígado y bazo, de tal manera que era 

fácilmente eliminado del cuerpo del ratón sin provocarle citotoxicidad, mientras que al 

administrar GO, este se acumulaba en pulmón pudiendo producir edema y formación 

de granulomas en el mismo. Por lo tanto, es necesario funcionalizar las láminas de GO 

y grafeno para poder utilizar en aplicaciones biomédicas (90).  

2.6.7 Diferenciación de células madre  
 

  Debido a la gran importancia de la diferenciación de células madre en las 

distintas líneas celulares se ha investigado la opción de utilizar el grafeno en este fin. 

Así un estudio reciente demuestra una mayor diferenciación neuronal de células madre 

mesenquimales humanas utilizando al grafeno como superficie. Esto es así porque 

sirve como una capa de adhesión celular con efecto de acoplamiento eléctrico para la 

estimulación eléctrica para la diferenciación. Además, al utilizar el grafeno como 

superficie también ha favorecido una mayor diferenciación de células osteogénicas. Sin 

embargo, la diferenciación adipogénica fue suprimida con el uso de grafeno, pero 

aumentada por el uso de GO, esta diferencia se explica por las diferentes propiedades 

que adquiere cada uno al ser funcionalizado con diferentes estructuras (91). 
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3. JUSTIFICACIÓN 
 

Los defectos óseos son un gran problema hoy en día en las diferentes áreas de 

la odontología, debido, en gran parte, a que diversos tratamientos implican el retiro de 

un fragmento de hueso sin colocar ningún tipo de material o soporte que ayude a la 

regeneración del tejido, provocando así, un defecto óseo que puede resultar en un 

problema tanto estético como de restauración.  

Actualmente existen diferentes materiales en el mercado que pueden ayudar a 

evitar este tipo de defectos, sin embargo son de un alto costo, lo que trae como 

consecuencia elevar el valor monetario de la intervención clínica, por lo cual en 

múltiples ocasiones estos no se utilizan. Es por ello que existe la necesidad de realizar 

investigaciones enfocadas en la generación de nuevos materiales que cumplan con las 

características para su utilización clínica y con menor valor económico.  

En este sentido el grafeno se ha convertido en un material prometedor debido a 

su bajo costo y a sus propiedades mecánicas, físicas y químicas y biológicas únicas, lo 

que apoya su introducción como un material alternativo para la ingeniería de tejidos en 

restauración ósea.   

Po otro lado, las potenciales ventajas de usar andamios de óxido de grafeno 

mono-capa y óxido de grafeno con Calcio como materiales que promueven el 

crecimiento celular,  y en consecuencia la regeneración del tejido óseo, sin el uso de 

adicional de una membrana que cubra y sirva de “puente” del defecto inducido, no se 

han explorado in vitro. 
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

Por todo lo anterior, y con finalidad de proponer materiales alternos y de bajo 

costo para la práctica clínica, el presente proyecto pretende evaluar el potencial uso del 

2 derivados de  grafeno,  óxido de grafeno (GrO) y óxido de grafeno calcio (GrOCa), 

como andamios celulares para la restauración ósea en un modelo animal. 
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5. HIPÓTESIS 
 
5.1 Hipótesis de trabajo 
 

Los derivados de grafeno injertados sobre defectos óseos inducidos mejoran el 

crecimiento y reconstrucción del hueso en los grupos de ratones utilizados con 

respecto al grupo control. 

5.2 Hipótesis nula 
 

No se observa  diferencias significativas en crecimiento y reconstrucción ósea de 

los ratones injertados con derivados de grafeno con respecto al grupo control. 

5.3 Hipótesis alternativa 
 

Se observa  crecimiento y/o reconstrucción ósea en alguno(s) de los grupos los 

ratones injertados con derivados de grafeno con respecto al grupo control. 
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6. OBJETIVOS 
 
6.1 Objetivo general 
 

Análisis histológico de derivados de grafeno como andamios moleculares para la 

restauración ósea.  

6.2 Objetivos específicos 
 

6.2.1  Ejecución del defecto óseo y aplicación del injerto en las ratas de 

experimentación. 

6.2.2 Monitoreo y sacrificio de los animales injertados.  

6.2.3 Obtención de biopsias.  

6.2.4 Análisis histológico de las muestras obtenidas.  

6.2.5 Análisis de resultados.  
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7. VARIABLES 
 
7.1 Variables independientes 
 

1. Oxido Grafeno y grafeno con calcio 

2. Cantidad de ratas 

3. Tiempo de contacto con la rata 

7.2 Variables dependientes 

 
1. Cantidad de regeneración ósea 

2. Cantidad de reabsorción de los materiales 
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8. MATERIALES Y METODOS 

 
8.1 Reactivos químicos 
 

PROCIN® Xilazina, DAMAX INYECTABLE Clindamicina, PROFENID® IM 

Ketoprofeno, PISABENTAL® Pentobarbital sódico, Solución CS-Pisa®, oxido de 

grafeno y oxido de grafeno con Ca, Alcohol, ISODINE® SOLUCION 

 

8.2 Equipo 
 

Bascula digital con recipiente metaltex Max 5 kg x 1 g Max 11 Lb x ½ oz, 

Rasuradora Afeitadora Wahl, Pieza De Alta Velocidad Marca Nsk Panamax Led y 

Unidad dental portátil, gasas estériles, guantes estériles, cubre bocas, batas 

desechables, sutura vicryl 4-0, hoja de bisturí #15, mango de bisturí, estuche de sutura 

y disección, plumones sharpie, fresas de carburo bola #4 tallo largo y jeringas de 10, 3 

y 1 ml. 

 

8.3 Animales 

 
Se utilizaron 10 ratas adultas (Rattus norvegicus albinus; Wistar), que pesaban 

entre 200 y 350 g. Los animales se alojaron en habitaciones con temperatura 

controlada y recibieron agua y alimento a voluntad. Los animales se asignaron al azar a 

uno de los 2 grupos experimentales perteneciendo 5 a cada grupo: grupo I (9 días), 

grupo II (21 días). 

 

8.4 Metodología 
 
8.4.1 Procedimiento quirúrgico 
   

Los animales fueron anestesiados con hidrocloruro de xilazina y clorhidrato de 

ketamina. Después del afeitado se procedió a la asepsia y antisepsia sobre el cráneo; 

posteriormente se realizó una incisión sobre la línea media de aproximadamente 2cm, 

se disectaron los planos cutáneo y subcutáneo hasta visualizar el periostio. Se hizo un 

defecto circular de 4 mm de grosor completo en el hueso parietal utilizando una pieza 
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de alta velocidad (Pieza De Alta Velocidad Marca Nsk Panamax Led) colocada en una 

unidad dental portátil y con una fresa quirúrgica de tallo largo bola #4. 

 

Figura 8. Representación esquemática de la metodología para aplicación del injerto en 
el modelo animal. 
 

El procedimiento se realizó en ambos parietales. Se realizaron 2 defectos en 

cada animal, en 1 defecto se colocaba material designado y en el defecto contrario solo 

se realizaba la trepanación para utilizarlo como control. Los defectos óseos se trataron 

de acuerdo con las condiciones prescritas para cada uno de los grupos. 

       

8.4.2 Sacrificio de los animales en experimentación y obtención de biopsias 
 

 Posteriormente de acuerdo a los días de muestra de cada grupo se sacrificaron 

las ratas utilizando una sobredosis de anestesia (PISABENTAL® Pentobarbital sódico) 
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y se tomó la muestra seccionando ambos huesos parietales. Las muestras de tejido, 

después de la toma, se introdujeron en solución de formol al 10% (formalina) con una 

relación mínima de volumen por peso de 10:1. 

Se recolectaron en frascos de plástico, para evitar derrames y permitir una 

buena manipulación, previamente etiquetados e identificados con el código 

correspondiente al animal y material aplicado. Los controles también fueron procesados 

e incluidos conforme al protocolo. Se procuró agitar suavemente cada frasco antes de 

colocarlos en la caja de transporte. 

Tiempo de impregnación: conforme al tamaño de la muestra y de la temperatura 

ambiente, los tejidos se fijaron entre 18 y 20 horas posteriores a la toma. Por ser tejido 

duro el material a procesar se descalcificó empleando ácido fórmico al 8% en una 

solución acuosa con formalina por 48 horas.         

 

8.4.3. Análisis histológico de las muestras obtenidas 
 

Las muestras pasaron por un procesamiento de tejido para poder realizar los 

cortes histológicos, así como también se realizó un cuestionario para poder facilitar la 

toma de datos al observar estos mismos cortes en donde se cuestionaría: 

 Patrón de Inflamación  

 Grado de inflamación  

 Presencia de Neutrófilos  

 Presencia de Linfocitos  

 Presencia de Macrófagos  

 Presencia de Células gigantes multinucleadas (CGM)  

 Presencia de angiogénesis  

 Presencia de Reacción fibroblástica   

 Presencia de hemorragia   

 Presencia de Hemosiderina  
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Procesamiento de tejidos. Las muestras se recibieron para ser procesadas en la 

Escuela de Ciencias de la Salud, Valle de las Palmas; donde se separaron e 

identificaron para iniciar el proceso de tratamiento para los tejidos de las muestras. 

Cada muestra fue seccionada longitudinalmente, partiendo de la referencia 

anatómica del defecto óseo y del material empleado sobre el defecto quirúrgico. Se 

realizaron cortes paralelos al corte primario, en todas las muestras; con esto se 

evidenciaron superficies seriadas del tejido a observar. Se incluyeron de tres a cuatro 

cortes de cada muestra para el procesamiento, inclusión e imbibición en parafina. Las 

cápsulas con el tejido fueron tratada en el procesador de tejidos modelo SP-120 

siguiendo el protocolo de la tabla 1. 

 

Tabla 1. Protocolo del procesamiento en parafina de las muestras de tejido óseo en el 
proceso  de tejido modelo SP-120. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Después de 16 horas, ya hecha la imbibición de los tejidos en parafina, se 

procedió a realizar la inclusión de los tejidos en bloques de parafina de grado 



  MATERIALES Y MÉTODOS 

  45 

histológico. Para este paso se realizó la orientación de las muestras conforme al 

protocolo para su observación al microscopio óptico. Se realizaron cortes en el 

micrótomo de 5 micrómetros aproximadamente, que se colocaron en la tina de 

flotación, para ser situados en los portaobjetos.  

Una vez que los tejidos estuvieron sobre los portaobjetos, se procedió a realizar 

la técnica de tinción con hematoxilina y eosina según la Figura 9. Finalmente Los 

tejidos teñidos fueron sellados con resina histológica y cubiertos con cubreobjetos #1. 
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Figura 9. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina a las que fueron sometidas las 
muestras de tejido óseo.
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9. RESULTADOS  
 

9.1 Ejecución del defecto óseo y aplicación del injerto en las ratas de 
experimentación 
 

Se llevó a cabo el procedimiento quirúrgico para la ejecución del defecto óseo y 

aplicación del  injerto según el protocolo descrito en la metodología (8.4.1). En la Figura 

10 se puede observar las características de las incisiones realizadas y la localización y 

características de los defectos óseos inducidos en el cráneo de los animales. 

 

Figura 10. Procedimiento quirúrgico. A) Preparación para el defecto quirúrgico (Incisión 
2 cm). B) Ejecución de los defectos (4mm) en el hueso parietal. C) Localización de los 
defectos por duplicado. 
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Figura 11. Localización de los defectos y colocación de injertos. A) Localización de los 
injertos por duplicado. B) Acercamiento del sitio de colocación de los injertos. 
 

Una vez que se realizó la incisión se colocaron los injertos de GrO y GrOCa, 

como se observa en la Figura 11. 

 

9.2 Monitoreo de los animales post cirugía  
 

Los animales se recuperaron en una cama plana de papel para tratar de ayudar 

a mantener el calor y mejorara la recuperación, se mantuvieron observados hasta que 

el animal recupero la capacidad de derecho en sí mismo y se comenzó a mover con 

normalidad.  

Al día siguiente de la cirugía los animales se observaban alertas y activos, comiendo y 

bebiendo normalmente, y así continuaron hasta el momento de su sacrificio. En ningún 

momento se observó depresión en los animales, no se observó ningún signo de 

infección en la herida, se comenzó a observar cicatrización del tejido a los 5 días 

después de la cirugía. Al momento de realizar la obtención de muestra del primero 

grupo (9 días) la herida ya estaba cicatrizada por completo. 

 

9.3 Obtención de biopsias 
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Se recolectaron las muestras óseas para su posterior procesamiento según el 

protocolo descrito en la metodología sección 7.4.2. (Figura 12). 

 

Figura 12. Procedimiento para la obtención de muestras óseas. A y B) Colección de la 
biopsia y característica de la muestra (1cm x 1.5 cm). C) Etiquetado y almacenamiento 
de la muestras. 

 

9.4 Análisis histológico de las muestras obtenidas  
 

En el presente estudio se realizaron cortes histológicos para poder observar si 

se encontraba formación de tejido óseo o algún indicio de esto. De acuerdo a los cortes 

obtenidos y a los datos arrojados por el cuestionario se llegó a los siguientes 

resultados:  

 

9.4.1 Grupo I (9 días)  
 

Rata 4, Control (R4C-9). En la rata 4 en la muestra de control se encontró 

inflamación de tipo aguda con un grado leve así como también la presencia moderada 

de neutrófilos así como una leve angiogénesis y reacción fibroblástica. También se 

observó fibrina y hemorragia de una manera leve. No se encontraron osteoblastos ni 

tejido osteoide en las zonas examinadas. La reparación de los defectos quirúrgicos fue 

mínima. 
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Figura 13. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R4C-9. A) Se observa 
fibrina y hemorragia formada en el espacio creado quirúrgicamente, 40x B) Se observa 
fibrina y hemorragia junto al hueso, 100x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 

 

Rata 4, Óxido de grafeno (R4GrO-9). En la rata 4 en la muestra que se utilizó 

GrO, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado moderado, se observó 

presencia moderada de neutrófilos y una presencia leve de linfocitos y macrófagos así 

como una presencia moderada de angiogénesis y reacción fibroblástica debajo y entre 

el material óxido de grafeno, se observa también presencia de hemorragia de una 

manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de células gigantes 

multinucleadas (CGM) en reacción al oxido de grafeno. 
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Figura 14. Micrografía de  corte longitudinal del hueso parietal de R4GrO-9. A) Se 
observa la formación de tejido fibrosos debajo del injerto,  100x B) Se observa tejido 
conectivo formado entre el injerto, 400x C) Se observa una parte del injerto y la 
formación de tejido alrededor, 400x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina 

 

Rata 5, Óxido de grafeno (R5GrO-9). En la rata 5 en la muestra que se utilizó 

GrO, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado moderado, se observa 

presencia leve de neutrófilos y linfocitos. También se observó presencia moderada de 

macrófagos, angiogénesis y reacción fibroblástica. Se observa presencia de 

hemorragia de una manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia 

de CGM en reacción al oxido de grafeno pero de una manera escasa. Se pudo apreciar 

una reacción en relación al óxido de grafeno en donde se observa tejido osteoide 

formando una especie de cuña desde ambos lados del material y debajo del hueso de 

la muestra. 
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Figura 15. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrO-9. A) Se 
puede observar la formación de tejido osteoide organizado en una especia de ¨cuña¨ 
entre el injerto y el hueso, 100x B) Se observa tejido osteoide en relación con el injerto, 
100x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
 

Rata 5, Óxido de grafeno + Calcio (R5GrOCa-9a). En la rata 5 en la muestra 

que se utilizó GrOCa, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado 

moderado, se observa presencia leve de linfocitos, neutrófilos de manera moderada al 

igual que macrófagos. También se observó presencia moderada de angiogénesis y 

reacción fibroblástica. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de CGM en 

reacción al material. Se pudo apreciar una reacción en relación al GrOCa en donde se 

puede observar tejido osteoide. También se observa cómo se relaciona el GrOCa con 

el tejido conectivo. 

        

Figura 16. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrOCa-9a. A) Se 
observa la reacción celular causada por el injerto en donde se promueve la formación 
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de tejido osteoide, 100x B) Se observa la formación celular entre el injerto, 400x 
Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 

 

 

9.4.2 Grupo lI (21 días)  
 

Rata 1, Control (R1C-21). En la rata 1 en la muestra de control, se observó un 

patrón de inflamación mixta con un grado moderado, se observa presencia leve de 

neutrófilos y linfocitos. También se observó presencia moderada de macrófagos, 

angiogénesis, reacción fibroblástica y hemorragia. Se observa también hemosiderina 

de manera moderada.  

  

 

Figura 17. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R1C-21. A) Se 
observa hemorragia y tejido conectivo, 40x B) Se observa tejido conectivo que se forma 
en el defecto quirúrgico, 100x Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
 

Rata 1, óxido de grafeno (R1GrO-21). En la rata 1 en la muestra que se utilizó 

GrO, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado leve, se observa 

presencia leve de neutrófilos y linfocitos. También se observó presencia moderada de 

macrófagos, angiogénesis y reacción fibroblástica. Se observa también hemorragia y 

hemosiderina de manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de 

CGM en reacción al material. Se pudo se observa el tejido conectivo mayor distribuido 

entre el GrO y la formación de tejido óseo debajo del material. 
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Figura 18. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R1GrO-21. A) Se 
observa tejido conectivo entre el material al igual que formación de tejido óseo 
alrededor del injerto, 40x B) Se observa Tejido óseo debajo del injerto, 100x C) Se 
puede observar tejido óseo formando una especie de ¨cuña¨ entre el injerto y el hueso, 
100x Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
 

Rata 2, Control (R2C-21). En la rata 2 en la muestra de control, se observó un 

patrón de inflamación crónica con un grado leve, se observa presencia leve de 

macrófagos, angiogénesis y reacción fibroblástica. Se observa también hemosiderina 

de manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de CGM hacia un 

cuerpo extraño.  

               

                                                 
Figura 19. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R2C-21. A) Se 
observa fibrina al igual que hemorragia y tejido conectivo, 40x B) Presencia de un 
cuerpo extraño 400x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
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Rata 2, óxido de grafeno (R2GrO-21). En la rata 2 en la muestra que se utilizó 

GrO, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado moderado, se observa 

presencia leve de neutrófilos y linfocitos. También se observó presencia moderada de 

macrófagos, angiogénesis y reacción fibroblástica. Se observa también hemorragia y 

hemosiderina de manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de 

CGM en reacción al material y formación de tejido óseo. 

 

                         

Figura 20. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R2GrO-21. Se 
observa tejido conectivo en donde se encuentran también CGM, 400x. Técnica de 
tinción con hematoxilina y eosina. 
 

Rata 3, Control (R3C-21). En la rata 3 en la muestra de control, se observó un 

patrón de inflamación aguda con un grado leve, se observa presencia leve de 

neutrófilos. También se observó presencia leve de angiogénesis y presencia moderada 

de hemorragia. Se observa también hemosiderina de manera moderada. No se 

observa algo diferente a los demás controles del grupo ll.    
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Figura 21. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R3C-21. Se observa 
fibrina y hemorragia, 100x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
 

Rata 3, óxido de grafeno calcio (R3GrOCa-21). En la rata 3 en la muestra que 

se utilizó GrOCa, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado moderado, 

se observa presencia leve de neutrófilos. También se observó presencia moderada de 

macrófagos, angiogénesis y reacción fibroblástica. En este grupo se pudo apreciar 

también la presencia de CGM en reacción al material. Se pudo observar la misma 

reacción hacia el material y la formación de tejido fibroblástico por debajo del material 

al igual que en los demás grupos del grupo ll en donde se utiliza GrO así como la 

formación de tejido óseo. 
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Figura 22. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R3GrOCa-21. Se 
observa formación de tejido conectivo entre el injerto al igual que tejido óseo en la 
periferia, 40x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
 

 

 

Rata 4, Control (R4C-21). En la rata 4 en la muestra de control, se observó un 

patrón de inflamación crónica con un grado leve, se observa presencia leve de 

linfocitos y presencia moderada de macrófagos. También se observó presencia leve de 

angiogénesis y de hemorragia. Se observa también hemosiderina y reacción 

fibroblástica de manera moderada. No se observa algo diferente a los demás controles 

del grupo ll. 



  RESULTADOS 

  58 

                         

Figura 23. Micrografía de tejido conectivo  muestreado de  R4C-21 a 400x. Técnica de 
tinción con hematoxilina y eosina. 
 

 

 

 

Rata 4, óxido de grafeno calcio (R4GrOCa-21). En la rata 4 en la muestra que 

se utilizó GrOCa, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado moderado, 

se observa presencia leve de neutrófilos. También se observó presencia moderada de 

linfocitos, macrófagos, angiogénesis y reacción fibroblástica. En este grupo se pudo 

apreciar también la presencia de CGM en reacción al material. Se pudo observar la 

misma reacción hacia el material y la formación de tejido fibroblástico por debajo del 

material al igual que en los demás grupos del grupo ll en donde se utiliza GrOCa. Se 

observó también tejido óseo más organizado. 
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Figura 24. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R4GrOCa-21. A) Se 

puede observar la formación de tejido alrededor del injerto, 40x B) Se puede observar 

la mezcla del injerto con tejido conectivo, 100x. Técnica de tinción con hematoxilina y 

eosina. 

 

Rata 5, óxido de grafeno (R5GrO-21). En la rata 5 en la muestra que se utilizó 

GrO, se observó un patrón de inflamación crónica con un grado moderado, se observa 

presencia leve de linfocitos. También se observó presencia moderada de macrófagos, 

angiogénesis y reacción fibroblástica. Se observa también hemorragia leve. En este 

grupo se pudo apreciar también la presencia de CGM en reacción al material y al igual 

que en los demás grupos de GrO se  observó formación de tejido óseo en relación al 

material. 
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Figura 25. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrO-21. Se puede 
observar la mezcla del material con tejido fibroso. Técnica de tinción con hematoxilina y 
eosina, 40x. 
 

Rata 5, óxido de grafeno calcio (R5GrOCa-21). En la rata 5 en la muestra que 

se utilizó GrOCa, se observó un patrón de inflamación mixta con un grado leve, se 

observa presencia leve de neutrófilos y linfocitos. También se observó presencia 

moderada de angiogénesis, reacción fibroblástica y de hemorragia. En este grupo se 

pudo apreciar también la presencia de CGM en reacción al material. Además de 

observo una presencia severa de macrófagos. Se pudo observar la misma reacción 

hacia el material y la formación de tejido fibroblástico por debajo del material al igual 

que en los demás grupos del grupo ll en donde se utiliza GrOCa en donde se observó 

formación de tejido óseo. 
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Figura 26. Micrografía de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrOCa-21. A) Se 
puede observar la mezcla del material con la formación de tejido óseo, 40x. B) Se 
puede observar la formación de tejido óseo en forma de ¨cuña¨ en relación con el 
injerto, 100x. C) Se puede observar la formación de tejido ósea de una manera más 
organizada, 400x. Técnica de tinción con hematoxilina y eosina. 
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9.4.2 Respuesta inmunológica  
 

Posterior al procesamiento de las muestras se realizó un cuestionario con la 

finalidad de facilitar y puntualizar las observaciones captadas en los frotis, sobre células 

y características relacionadas a la respuesta inmunológica. Los resultados están 

sumarizados en la Figura 27-30 y en la Tabla 2.  

 
Tabla 2. Resumen de los indicadores relacionados al proceso inflamatorio observadas 

en las muestras de tejido óseo teñidas con hematoxilina y eosina. CGM: Células 
Gigantes  Multinucleadas. 

 

ID 

Patrón de 
Inflamació
n 

Grado de 
inflamació

n 

CGM (Respuesta a 
cuerpo extraño) 

R3C-21 Aguda Leve No 

R1C-21 Mixta Moderada No 

R2GrO-21 Mixta Moderada SÌ 

R4GrO-9 Mixta Moderada SÌ 

R5GrO-9 Mixta Moderada SÌ 

R2C-21 Crónica Leve SÌ 

R5GrOCa-
21 

Mixta Leve SÌ 

R1GrO-21 Mixta Leve SÌ 

R3GrOCa-
21 

Mixta Moderada SÌ 

R5GrOCa-
21 

Mixta Moderada SÌ 

R4C-9 Aguda Leve No 

R4C-21 Crónica Leve No 
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R4GrOCa-
21 

Mixta Moderada SÌ 

R5GrO-21 Crónica Moderada SÌ 
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Figure 27. Recuento de las células del linaje inmunológico. Células observadas 
(Tinción con hematoxilina y eosina) en las muestras de tejido óseo procesadas a los  9 
días.  
 
 

 

Figure 28. Recuento de las células del linaje inmunológico. Células observadas 
(Tinción con hematoxilina y eosina) en las muestras de tejido óseo procesadas a los  
21 días.  
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Figure 29. Indicadores la respuesta inmune (Tinción con hematoxilina y eosina) en las 
muestras de tejido óseo procesadas a los  9 días. RF: Reacción fibroblástica. 
 
 
              

 
Figure 30. Indicadores de la respuesta inmune (Tinción con hematoxilina y eosina) en 
las muestras de tejido óseo procesadas a los  21 días. RF: Reacción fibroblástica.
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10. DICUSIÓN 
 

Uno de los objetivos de la ingeniería del tejido es mimetizar el proceso natural de 

reparación del hueso mediante la inserción de células que induzcan la diferenciación 

osteoblástica. Esto es posible lograr mediante el uso de matrices tridimensionales 

biocompatibles, bioreabsorbibles y osteoconductoras, que promuevan la unión celular 

in vivo, la migración y la proliferación de células osteogénicas  (104). Los andamios 

porosos tridimensionales pueden optimizar la regeneración ósea al proporcionar un 

ambiente apropiado que facilite la migración de células de los tejidos circundantes, la 

proliferación y diferenciación celular, el desarrollo de Matriz extracelular ósea (MEC) y 

lechos vasculares(104-105).  

Los andamios potencialmente adecuados para uso en regeneración ósea 

incluyen cerámicas, como hidroxiapatita, fosfato beta tricálcico(106), y dióxido de titanio 

(107); polímeros sintéticos o biológicos, como el ácido poli-láctico (108), el ácido poli-

glicólico(109), la policaprolactona (110), el quitosán o el colágeno, y materiales 

compuestos de los materiales mencionados anteriormente, es decir, cerámica 

/polímero (hidroxiapatita/ quitosano) (111-112). Los materiales cerámicos se han utilizado 

ampliamente como sustratos de ingeniería del tejido óseo, debido a su alta resistencia, 

compatibilidad con los tejidos y osteoconductividad. Sin embargo la biodegradación, la 

dificultad de conformación y fragilidad mecánica, son limitantes importantes para ser 

considerados materiales ideales en aplicaciones clínicas (113). 

Por otro lado aunque los biomateriales poliméricos, por lo general, son 

biodegradables y compatibles con tejidos (114-115), en muchos casos, muestran 

características mecánicas deficientes (109). Con el fin de abordar este problema, nuestro 

objetivo fue analizar la capacidad de los derivados de grafeno GrO y GrOCa de 

catalizar la restauración ósea sobre un defecto calvario de tamaño crítico en ratas. En 

este tipo de estudios es importante que el defecto óseo control no se restaure 

rápidamente durante el tiempo de análisis. Dos factores importantes son el tamaño del 

defecto y el periodo de tiempo de evaluación. Con base en eso, se determinó de 9 a 21 

días el tiempo de evaluación de formación de hueso y 4mm para el tamaño del defecto. 

Para el diseño del material se eligió el óxido de grafeno y un derivado. Los efectos 
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positivos del óxido de grafeno para mejorar y acelerar la regeneración ósea y la 

osteointegración se ha demostrado en diversos estudios. Sin embargo, el efecto 

combinado del calcio y el óxido de grafeno sobre los defectos óseos no ha sido 

explorado in vivo antes. Adicionalmente, pocos trabajos hablan sobre el efecto del GrO 

por sí solo, es decir, en la mayoría de los estudios esta derivatizado con cerámicas y/o 

polímeros.  

 

 

Figura 31. Estructura del óxido de grafeno (GrO) y óxido de grafeno calcio (GrOCa). 

 

Es así como se incluyó el GrO en este estudio, con la finalidad de explorar su 

efecto en solitario. Los resultados arrojaron que la presencia de óxido de grafeno (GrO 

y GrOCa) promovió significativamente la regeneración del hueso en ratones injertados 

a los 9 y 21 días en comparación con los controles (defectos vacíos). Las 

observaciones histológicas  posteriores a la implantación del grafeno en los controles 

(defectos vacíos), en el mismo lapso de tiempo, mostraron una formación ósea limitada 

cerca del borde del defecto óseo, con un delgado tejido conjuntivo. Esto confirmó  la 

incapacidad de los mecanismos endógenos para regenerar totalmente defectos de este 

tamaño, sin interferencias exógenas durante el tiempo de análisis. Por otro lado, el 
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GrOCa fue solo ligeramente superior al GrO, lo que confirma la propiedades 

osteogénicas GrO por sí solo.  

 

El análisis también reveló que el hueso recién formado aumentó desde la 

periferia hasta el centro del defecto óseo, en lugar de solo en la frontera, como se 

observa en algunos andamios poliméricos (108-110). Una posible explicación es que tanto 

el GrO y el GrOCa favorecen la diferenciación osteogénica de las células progenitoras 

y mejorar la formación ósea, como resultado de interacciones hidrófobas y 

electrostáticas con proteínas (116-119).   

 

Las áreas que recibieron GrO y GrOCa mostraron una diferenciación ósea 

íntimamente asociada con el injerto, lo que demuestra las propiedades 

osteoconductoras del material. En el día 9 postoperatorio, se observaron grandes 

rastros del material de injerto (GrO/GrOCa) sin estar mezclado con algún otro tejido, y 

en el día postoperatorio 20, las partículas del material se mezclaron completamente. 

Esta infiltración ósea puede ser el resultado de la porosidad biomaterial (tamaño de 

poro y número de poros), GrO y GrOCa, que permite interconectividad, es decir, 

infiltración celular, unión, proliferación, diferenciación y desarrollo e integración de ECM 

con hueso huésped (120) y por consecuencia formación de nuevo tejido. Al mismo 

tiempo 

 

Se demostró que la biocompatibilidad de los materiales analizados era adecuada 

una vez que la respuesta inflamatoria era la esperada para este tipo de injertos y la 

organización de los tejidos era la adecuada.  

 

El presente estudio mostró que el GrO y GrOCa  proporcionaron mejores 

resultados para el tratamiento de defectos óseos en cráneos de ratas ya que se 

observó formación de tejido óseo en relación a este material, sin embargo se tienen 

que realizar más estudios como determinación de marcadores nucleares implicados en 
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el crecimiento celular, marcadores inmunológicos, implicados en proceso inflamatorio, 

aumentar el tiempo de estudio, utilizar ratas seniles o enfermas etc. 
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11. CONCLUSIONES 
 

El presente estudio fue diseñado para analizar histológicamente la influencia de 

GrO y GrOCa en la curación ósea en defectos creados quirúrgicamente en cráneo de 

rata. El hueso recién formado en el defecto quirúrgico se evaluó mediante análisis 

histológico visual y cuestionario previamente elaborado. Todos los grupos 

experimentales demostraron una curación ósea superior en comparación con los 

grupos control a los 9 y 21 días después de las cirugías.  

 

Además, se demostró que la biocompatibilidad de los materiales analizados era 

adecuada una vez que la respuesta inflamatoria y la organización de los tejidos eran 

similares al control según lo observado en un estudio anterior (92). Los defectos de 

control no fueron reparados completamente por el hueso en ninguno de los dos puntos 

de tiempo, lo que demuestra que los defectos tenían un tamaño crítico. Los defectos de 

tamaño crítico se definen como los defectos de un tamaño que no permiten la 

regeneración/curación ósea espontánea durante la vida del animal (93).  

 

En el presente estudio, no se repararon totalmente las muestras en el grupo de 

control a los 9 o 21 días, lo que indica la creación de defectos de tamaño crítico (4 mm 

de diámetro), que son esenciales para la evaluación crítica de biomateriales.  

 

Las áreas que recibieron GrO y GrOCa mostraron una diferenciación ósea 

íntimamente asociada con el injerto, lo que demuestra las propiedades 

osteoconductoras del material. En el día 9 postoperatorio, se observaron grandes 

rastros del material de injerto (GrO/GrOCa) sin estar mezclado con algún otro tejido, y 

en el día postoperatorio 20, las partículas del material se mezclaron completamente, 

según el informe anterior (92).  

 

Se observaron resultados similares con el vidrio bioactivo (BioGran Orthovitat, 

Malvern, PA, EE. UU.) Que muestra una diferenciación ósea íntimamente asociada con 

las partículas de vidrio bioactivo, lo que demuestra las propiedades osteoconductoras 
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del material (94–96). El vidrio bioactivo, especialmente en su forma granular, es un 

material aloplástico que se ha utilizado ampliamente para rellenar defectos óseos (97,98). 

 

Los esfuerzos actuales se centran en el desarrollo de estrategias efectivas para 

la ingeniería de tejidos óseos, pero predecimos que la discusión futura se centrará en la 

identificación de las estrategias de ingeniería de tejidos óseos más rentables. Aunque 

la carrera para hacer de la ingeniería de tejidos óseos una realidad clínica está bien 

justificada, aún existen desafíos y limitaciones importantes en este campo. (103) 
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