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RESUMEN

1. RESUMEN

Objetivos: El objetivo de la presente investigacion fue analizar histoloégicamente el
efecto del uso de Oxido de grafeno y Oxido de grafeno con Calcio como reconstructor
0seo en defectos 6seos creados quirirgicamente en craneos de rata.

Material y métodos: Se crearon defectos 0seos quirdrgicos de tamafo critico (4mm)
en 10 animales que se dividieron aleatoriamente en dos grupos: grupo | (9 dias); grupo
Il (21 dias); Los animales fueron sacrificados a los 9 0 21 dias después de la cirugia.
Las muestras se incluyeron en parafina, se cortaron en serie y se tifieron con
hematoxilina y eosina para su analisis bajo microscopia 6ptica. La formacion de hueso
nuevo en el area cortical del defecto se evalud visualmente y se capturaron datos

mediante un cuestionario previamente elaborado.

Resultados: Todos los grupos experimentales demostraron una curacién 6sea superior
en comparacion con el grupo control. Sin embargo, las muestras experimentales del
grupo Il mostraron evidencia de una curacion mas avanzada después de la cirugia en

comparacién con los grupos experimentales del grupo I.

Conclusiones: El Oxido de grafeno y el Oxido de grafeno con Calcio como injerto 6seo
para restauracion produjo mejores resultados de tratamiento en comparacion con los
grupos Controles (Defecto quirdrgico unicamente) en el caso de defectos de tamafio
critico en craneos de rata. Los biomateriales utilizados en combinacion con técnicas de
ingenieria de tejidos han mostrado resultados alentadores con respecto a la formacion

de hueso nuevo
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RESUMEN

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. INTRODUCCION

Endodoncia es la rama de la odontologia encargada del estudio de la morfologia

de la cavidad pulpar, la fisiologia y la patologia de la pulpa dental, asi como la
prevencion y eliminacion de las alteraciones pulpares y sus repercusiones sobre los

tejidos perirradiculares @,

El ambito clinico de la endodoncia incluye el diagndéstico 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
quirdrgicos para eliminar los tejidos periapicales inflamados, consecuencia de la
patologia pulpar; el tratamiento de la afectacion pulpar por traumatismos, asi como
reimplante de dientes avulsionados; y el retratamiento de dientes que presentan un

fracaso de un tratamiento endoddntico previo @,

Los defectos 6seos grandes representan problemas clinicos importantes. La
pérdida O6sea puede ser el resultado de varias patologias, causadas por un
traumatismo, o puede ser una consecuencia de procedimientos quirdrgicos. Varias
investigaciones han evaluado la reconstruccion de estructuras anatémicas perdidas
debido a un traumatismo, infeccion o reseccion de tumores, para proporcionar
rehabilitacion funcional y estética del paciente. Los biomateriales utilizados en
combinacion con técnicas de ingenieria de tejidos han mostrado resultados alentadores
con respecto a la formacion de hueso nuevo. La Ciencia de los Biomateriales
comprende el estudio de aquellos materiales disefiados para interactuar con sistemas

biolégicos y resolver problemas muy diversos en el area de Biomedicina ),

La restauracion con apoyo de implantes ha sido realizada cada vez mas por
dentistas por razones tanto estéticas como funcionales. Sin embargo cuando

Infecciones, procesos patoldgicos, extracciones o lesiones congénitas y traumaticas en
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INTRODUCCION

el maxilar superior y la mandibula conducen a la pérdida Osea, la instalacion del
implante dental podria no ser la mejor opcién ©. Por lo tanto, para minimizar la pérdida
de hueso alveolar, o incluso restaurarla, diferentes tipos de se han utilizado injertos

aloplasticos.

La restauracion con apoyo de implantes ha sido realizada cada vez mas por
dentistas por razones tanto estéticas como funcionales. Sin embargo cuando las
infecciones, procesos patolégicos, extracciones o lesiones congénitas y trauméaticas en
el maxilar superior y la mandibula conducen a la pérdida 0sea, la instalacion del
implante dental podria no ser la mejor opcion ®). Por lo tanto, para minimizar la pérdida
de hueso alveolar, o incluso restaurarla, diferentes tipos de injertos aloplasticos se han

desarrollos por ingenieria de tejidos.

2.1 Huesos y tejido 6seo

Un hueso esta compuesto tipicamente por tejido éseo y otros tejidos conjuntivos,
incluidos el tejido hemopoyético y el tejido adiposo, junto con vasos sanguineos y
nervios ©. El tejido 6seo 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 6seo. Una capa densa y compacta forma la superficie
Osea externa (tejido 6seo compacto) mientras que una malla de aspecto esponjoso
compuesta por trabéculas (delgadas espiculas de tejido 6seo anastomosadas) forma la
parte interna del hueso (tejido 6seo esponjoso). Los espacios que hay en la malla estan

comunicados y, en los seres vivos, contienen la médula y vasos sanguineos ©),

19



INTRODUCCION

Imagen 1. Imagen de un corte longitudinal de la epifisis de un hueso largo. Imagen
tomada de: ROSS MH y WP. Histologia: Texto y Atlas Color con Biologia Celular y

Molecular.

La Imagen 1 muestra un corte longitudinal de la epifisis de un hueso largo. La
porcion mas 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 esta formado por muchas trabéculas Oseas
anastomosadas entre las cuales hay un laberinto de espacios medulares

intercomunicados ©

Los huesos estan formados primordialmente por tejido 6seo, aunque éste esta
acompafado 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 estda formado por tejido conectivo, con abundantes vasos

sanguineos, células osteogénicas y osteoblastos. En el adulto, contiene células
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inactivas que conservan la capacidad osteogénica en caso de lesion Osea para su

reparacion. El endostio, también tiene capacidad osteogénica.

Periostio

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

Las células formadoras del tejido 6seo 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,
glicoproteinas y abundantes fibras colagenas (Figura 3). Los osteoblastos depositan
sobre las fibras colagenas las sales de hidroaxipatita (fosfato de calcio) que mineralizan
el hueso, otorgandole rigidez. Gran parte del calcio y del fosfato del organismo se
encuentran en el tejido éseo. Cuando las células quedan completamente rodeadas por
la MEC, reciben el nombre de osteocitos (Figura 2). Estas presentan un cuerpo central,
donde se ubican el ndcleo y la mayor parte del citoplasma, y prolongaciones delgadas
que les dan un aspecto araneiforme (forma de arafa). Las prolongaciones de los
osteocitos se extienden por el interior de canaliculos que quedan excavados en la
sustancia intercelular y (Figura 3), a través de los mismos, distintos osteocitos pueden

conectarse entre si ©,

21



INTRODUCCION

Osteoclasto

Osteocito Osteoblasto osteoprogenitora

(mantiene el (forma la matriz . (reabsorcién
tejido 6seo) Osea) (célula madre) Ssca)

Figura 2. Mediadores celulares en la formacion de tejido 6seo. llustracion de las
células implicadas en la formacion de hueso: osteocitos, osteoclastos, célula
osteoprogenitora y osteoclasto. Figura tomada de: Tortora-Derrickson: Principios de
Anatomia y Fisiologia.

El tejido 6seo es metabdlicamente muy activo. Los huesos crecen durante la
infancia y la adolescencia y realizan una continua actividad de remodelacién a lo largo
de la vida. La remodelacion estd influida por la actividad fisica desarrollada. El
crecimiento y la remodelacion de los huesos resultan de la accion combinada de los

osteoclastos y los osteoblastos ©).

B stecblast precursors
-_":{::_—r‘g ¥ % g T . osteobiast

Figura 3. Representacion esquematica del proceso de formacién de tejido éseo. Figura
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tomada de: https://www.histology.leeds.ac.uk/bone/bone_cell_types.php.

Los osteoclastos son células de gran tamafio (Figura 2), multinucleadas,
formadas por la fusion de monocitos provenientes de la médula 6sea y con un elevado
contenido de enzimas lisosémicas. Cuando un hueso va a ser remodelado, (Figura 4)
los osteoclastos aparecen sobre la superficie del mismo. Interactian con la MEC a
través de una superficie secretora plegada (ribete en cepillo) liberando acidos y
enzimas que provocan la degradacion de sus componentes. Este proceso se denomina
resorcion 6sea. El crecimiento de los huesos requiere resorcion de algunas partes a

cargo de los osteoclastos, y formacién de nueva matriz, a cargo de los osteoblastos (©).

Después de una fractura, el hueso se autorrepara repitiendo el proceso
embrionario original. Para ello, requiere un modelo de cartilago en la zona de fractura.
Las células cartilaginosas se diferencian a partir del periostio. El cartilago es

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

Por otro lado las BMU’s (Unidades basicas multicelulares) son la unidad
funcional y estructural del tejido 6seo, contienen todos los elementos necesarios para
su remodelado y actian de forma integrada y secuencial con la participacion 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 activacion
reabsorcion- formacién (ARF). Por otro lado, las micro fracturas van a generar el
proceso de apoptosis en algunas células 6seas, principalmente osteocitos, que liberan
prostaglandinas y citoquinas para que finalmente se dé la remodelacion 6sea. Una vez
este proceso termine, empieza a actuar la cascada de la coagulacién y la cicatrizacion
reduciendo asi la actividad osteoclastica debido a dos sucesos: primero, que los
osteoblastos que estan conectados con los osteocitos por medio de uniones celulares
crean una adhesion de moléculas impidiendo la llegada de los osteoclastos al sitio
quirdrgico, 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
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receptores RANK, al juntarse van a inducir al osteoblasto a producir OPG
(Osteoprotegerin) inhibiendo la diferenciacion y activacion 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 segun el
estereotipo ARF, lo cual es fundamental para controlar la reabsorcion ésea (REF
CDEF).

RANKL : »
OPG \ ‘ .
n ~ . e ‘."'-'.\'l.\.fl'l'.
e RANKL :

ik Hueso

Figura 4. Proceso de remodelacion 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 ingenieria de tejidos

La Ingenieria de Tejidos es un area multidisciplinar que combina los principios
de la Ingenieria, la fisica y las ciencias de la vida con el fin de desarrollar sustitutos
biologicos de tejidos u 6rganos dafiados que reparen, reemplacen o mejoren la funcion
biologica perdida debido a anomalias congénitas, lesiones traumaticas, enfermedades

o envejecimiento (),

Algunas estrategias modernas de ingenieria de tejidos combinan células vivas y
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andamios tridimensionales para el desarrollo de sustitutos biolégicos que puedan
restaurar las funciones tisulares. De manera adicional, se pueden utilizar para
administrar moléculas bioactivas y acelerar el proceso de curacion ®. La funcion
principal de los andamios es proporcionar apoyo anatémico a las células
multiplicadoras para reparar los tejidos dafiados y en el proceso, sufrir gradualmente
degeneracion y reabsorcion sin dafar los tejidos resultantes, por esta razon para su
disefio se prefieren materiales porosos, biocompatibles y biodegradables que logren
satisfacer las necesidades requeridas de regeneracion y/o reparacion de tejidos ©-11),
Su arquitectura y composicion deben favorecer las uniones celulares, la proliferacion y

diferenciacion de las células hospedadoras circundantes al area lesionada (:12:13),

Tipos de andamios

En 1970, Green et al., generd lo que podria ser la primera evidencia de un
andamio tisular, a partir de células de cartilago en espiculas 6seas. Desde entonces,
ha surgido una gran cantidad de trabajos sobre el cultivo de células utilizando
andamios disefiados a partir de materiales biocompatibles para la formaciéon de nuevos
tejidos (4. Es esperado que estos andamios posean propiedades osteoconductoras y
osteoconductivas, que promueven la migracion de elementos como células
mesenquimales, osteoblasto, osteoclastos, vasculatura complementaria y promuevan la

diferenciacion de células osteogénicas (1516),

Diversos materiales sintéticos y naturales, biodegradables y no biodegradables
han sido utilizados en la fabricacion de andamios 0seos obtenidos a través de
diferentes métodologias *"). Los materiales sintéticos tienen diversas ventajas sobre los
materiales naturales en términos de mayor fuerza mecanica, biocompatibilidad,
degradabilidad, efectividad y costos (1829, Ejemplos de ellos son las ceramicas, los

polimeros y los compositos 1),

2.3 Andamios Poliméricos
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Los andamios de polimeros sintéticos consisten en materiales hechos a partir de
poliésteres alifaticos tales como poli (acido lactico) (PLA), poli (acido glicdlico) (PGA) y
poli (caprolactona) (PCL), y sus copolimeros #2726 Son biocompatibles,
biodegradables, y se pueden sintetizar facilmente en diferentes formas 7). 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) proteinas (colageno, gelatina,
fibrindbgeno, elastina, queratina, seda, etc.); 2) polisacaridos (glicosaminoglicanos,

celulosa, amilosa, dextrano, quitina, etc.); y 3) polinucleétidos (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 6seo o sembrar en una matriz
de soporte) o derivados de tejidos (el tejido 6seo se usa directamente) (3436 A
diferencia de los andamios autdgenos basados en ECM, los injertos alégenos y
xenogenos deben ser desvitalizadas o descelularizadas para evitar la respuesta
inmune del huésped. Aunque, los andamios autdgenos tienen minimos rechazos
inmunolégicos; alta histocompatibilidad; altas propiedades osteoconductoras,
osteoinductivas y osteogénica, su aplicacién ha sido limitada debido a la necesidad de
cirugia 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 cirugia adicional, estan limitados debido al riesgo de

transmision de enfermedades e inmunogenicidad.

La disponibilidad es el principal problema con los andamios basados en ECM
alégenos. Si bien los andamios xendgenos son abundantes, estan limitados debido a la
transferencia o mutacion de ADN 7:38), |a 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 polimeros naturales han mostrado
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una gran biocompatibilidad y biodegradacion controlada; las pobres propiedades
mecanicas son la principal desventajas cuando se utilizan como andamios 6seos (940),
Las propiedades mecanicas, la biodegradabilidad y la consistencia de un lote a otro son
dificilmente controlables en biomateriales de origen natural. Estos biopolimeros no
brindan suficiente apoyo arquitecténico y proteccion para las células osteogénicas.
Ademas, también pueden ocurrir reacciones inmunogénicas y la transmision de

patdégenos debido al contenido impuro en biopolimeros naturales 9,

2.4 Ceramicas

El tejido 6seo esta constituido aproximadamente un 70% de hidroxiapatita (HA)
y 30% de colageno “2. Por lo tanto los andamios compuestos de ceramicas tienen la
capacidad de mimetizar el tejido 6seo y proporcionar mayor adherencia y proliferacion
de osteoblastos en comparacion con otro tipo de materiales “3). Entre las ceramicas
reportadas la HA Caiwo(PO4)s(OH)2 (CPC) ha sido ampliamente utilizada como un
sustituto 6seo desde hace aproximadamente 80 afios “¥ ya que es biocompatible,
osteoconductor “9, similar a las porciones inorganicas del tejido 6seo y dental.
Ademas, es mecanicamente resistente y bioactivo, no es antigénico, carcinogénico ni

toxico.

Sin embargo, la AH que se ha utilizado clinicamente no es biodegradable y
permanece en el sitio de implantacion durante largos periodos “9), lo que limita la
regeneracién o6sea. La falta de degradacion se debe probablemente a las altas
temperaturas durante la produccién de ceramica “) y al tratamiento después de la
sintesis que aumenta la cristalinidad y dificulta la biosorcién. 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
“8) y pueden asi, imitar a la apatita biolégica “9. Se han reportado modificaciones
guimicas exitosas de la AH mediante la sustitucién de grupos fosfato (PO) y/o hidroxilo
(OH) con carbonato (CO) ®9 con la finalidad de disminuir la cristalinidad y aumentar la

solubilidad, que favorezca una rapida bioabsorcién y regeneracion 6sea “8).
Por otro lado, aunque la resistencia mecéanica de la cerdmica es superior en
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comparacion con los polimeros, es inferior a los huesos naturales, especialmente en
términos de resistencia a la traccion y torsion. La HA tiene una gran compresion (500-
1000 MPa) y fuerza de flexion (115-200 MPa) en comparacion 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) &1,

2.5 Compositos

Los andamios construidos de 2 0 mas materiales diferentes (Compositos), tienen
la capacidad de combinar las ventajas de los materiales que son constituidos
(materiales metalicos, ceramicos y polimeros) 8 y mejorar asi las biopropiedades
andamio y de degradacion 2. Ejemplos de ellos, son los compuestos de
polimero/ceramica que han demostrado excelentes propiedades mecanicas y
osteoconductividad 354, También se han estudiado compositos a partir de
biocerdmicas, como la CP, la HA y la TCP con poli (acido L-lactico) (PLLA), colageno,
gelatina y quitosano, ¢455-58) como materiales de apoyo en estudios de reparacion ésea
con similares resultados. Se ha demostrado que compositos de polietileno de alta
densidad (HDPE) y Poli (acido I-lactida-co-glicolida) (PLGA) con HA mimetizan algunas
propiedades Oseas, tales como mineralizacion y diferenciacion celular @®. En un
estudio compositos de colageno/bioglass indujeron mineralizacién temprana y una

sobre expresion de ALP (49,

Por otro lado, diversos trabajos han revelado que el recubrimiento de metales,
vidrios, ceramicas inorganicas y polimeros organicos (como PLGA, PS, PP y silicona),
colagenos y fibras de seda utilizando fosfato de calcio, mejora la biocompatibilidad en
aplicaciones ortopédicas (1789, En otro estudio se demostré que la utilizacion de
espuma de hierro (Fe) recubierta con fosfato de calcio en células madre
mesenquimales humanas optimiza la tasa de proliferacion y diferenciacion con respecto

a las células que se expusieron a espuma no recubierta ©2).

Sin embargo, aunque el recubrimiento mejora la bioactividad, inhibe la
degradacion de la espuma de (2, Las aleaciones de Fe han mostrado una degradacion
in vitro mas rapida en comparacion con la forma pura 3, La fabricacion de estructuras

porosas a partir de metales biodegradables afecta las propiedades mecanicas y de
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degradacion del composito, la regeneracion celular y el transporte del producto de
degradacion en la estructura ©4. En diversas investigaciones, utilizando animales de
experimentacion, Se ha observado que los andamios metélicos con rejilla de carbono y
depositos de tantalo (Ta) presentan una alta biocompatibilidad. Se propone que sus
redes trabeculares permiten un crecimiento 6éseo apropiado y una alta estabilidad 659,
También se ha demostrado que la incorporacion de cobalto (Co) en andamios de
bioglass mesoporosos induce hipoxia que aumenta la proliferacién, diferenciacion y

expresion de genes relacionados con los huesos derivados de la médula 6sea (9,
2.6 Grafeno

El éxito de la ingenieria del tejido 6seo depende entonces en gran medida de la
funcionalidad del andamio. Identificacion de nuevos materiales con propiedades como
las arriba mencionadas es crucial para la eficiencia del proceso de regeneracion de
tejidos. Un material funcional que posee tales caracteristicas es el grafeno /1, El
grafeno es un material hanométrico bidimensional, consistente en una sola capa de
atomos de carbono fuertemente cohesionados mediante enlaces que presentan
hibridacién sp? y dispuestos en una superficie uniforme, ligeramente ondulada, con una
estructura semejante a la de un panal de abejas por su configuracion atémica

hexagonal.

Es una de las formas alotrépicas del carbono, como lo son también el grafito y el
diamante (273, Su conductividad eléctrica y la movilidad de carga superan a los
polimeros mas conductores por varias 6rdenes de magnitud (" haciendo del grafeno
un material revolucionario para dispositivos electrébnicos como baterias,
semiconductores, sensores electroquimicos, entre otras aplicaciones. Al ser facilmente
funcionalizado, el grafeno también se ha utilizado ampliamente en aplicaciones
biomédicas (Figura 5) (biosensores, nanotransportadores para la administracion de
farmacos y genes, dispositivos para imagenes de ceélulas y fototerapia para el cancer,

etc.) (74-78),

29



INTRODUCCION

Ingenieria de tejidos

Senales de crecimiento
Proliferacion

Tejido nervioso

Tejido cardiaco

Andamios de

Grafeno grafeno

e

Tejido 6seo

Células madre | Tejido dérmlco

Figura 5. Aplicaciones de grafeno en ingenieria 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),
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Figura 6. Esquema de la obtencion y estructura de las diferentes formas del grafeno a
partir de grafito. GO: 6xido de grafeno; rGO: 6xido de grafeno reducido; CVD: Chemical
Vapor deposition (por sus siglas en inglés) grafeno.

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

(por ejemplo, grafeno mono o multicapa) o por su modificacion quimica, como el éxido

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

altamente oxidado obtenida a partir de la oxidacion del grafito. Este compuesto anfifilico

permite la funcionalizacion de su superficie (mediante la reaccion 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 liberacion farmacos y genes,

modificacion de sustratos etc. (35 74.77.79),

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

eliminacién de los grupos que contienen oxigeno con la recuperacion de una estructura

conjugada parecida al grafito G474, El grafeno en diferentes formas se puede obtener

utilizando diferentes enfoques, los cuales incluyen exfoliacibn mecanica y/o quimica de
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grafito. EI método mecanico, también conocido como "Scotch tape” o técnica de
despegue, permite el desprendimiento de hojuelas de grafeno en la orden de

micrémetros a partir de un cristal de grafito utilizando cinta adhesiva G479,

En la exfoliacion quimica, el grafito se oxida utilizando acidos fuertes como el
acido sulfarico o nitrico. El procedimiento inserta &tomos de oxigeno entre las hojas
individuales del grafeno y los obligandolas a separarse, lo que resulta en una
suspension de hojas GO que son posteriormente filtradas para su aislamiento en forma
de escamas GO. Dado que el GO presenta funcionalidades de oxigeno, puede ser

dispersado en agua, medios fisioldgicos, y diversos solventes organicos @9,

Otros métodos para la obtencion de grafeno incluyen el crecimiento epitaxial y la
deposicién quimica de vapor (CVD) 171, Este Ultimo es un versatil y escalable método
para la produccién de gran escala y alta calidad del grafeno que puede transferirse a
diversos sustratos (©9),

-
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Figura 7. Espectro Raman de pristine grafeno (espectro superior) y sus derivados:
oxido de grafeno (GrO) y 6xido de grafeno reducido (rGrO) (espectro inferior).

En un proceso tipico de CVD, un sustrato de cobre o niguel se coloca en una
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camara de reaccion (generalmente un tubo de cuarzo) donde se bombean los gases
precursores (CHs4 y H2) a altas temperaturas (~ 1000°C). La alta temperatura lleva a la
pirdlisis de los precursores y disocia los atomos de carbono que luego reaccionan con
el sustrato para producir la pelicula delgada de grafeno. El grafeno cultivado con CVD
es flexible e hidrofobo, por lo que es muy utilizado como el células cultivadas para
promover la proliferacion celular y mejorar sus funciones ©*7482-8%5 [ os diversos
métodos para producir grafeno dan como resultado materiales con diferente nimero de

capas y/o grupos quimicos.

Estas diferencias estructurales se reflejan en cambios de las bandas de
electrones, en los espectros de Raman, que permiten la identificacion y caracterizacion
precisa de los derivados, mediante el analisis de tres picos: G, 2D y D (Figura 7). Las
bandas G y 2D son las mas destacadas en las muestras de grafeno: la banda G (~1587
cm?) surge del estiramiento del enlace C-C en materiales grafiticos mientras que la
banda D (~1340 cm) solo se activa si hay trastorno o defectos presentes. La banda
2D (2500-2800 cm™) esta presente en todos los tipos de materiales de carbono sp?y se

utiliza para determinar el niimero de capas de grafeno ©6).

2.6.1 Caracteristicas generales y propiedades del grafeno

El grafeno tiene unas propiedades muy interesantes que lo convierten en un
material muy versétil con infinidad de aplicaciones en numerosos dmbitos. 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 superposicion
de las bandas de valencia (orbitales pz) y de conductancia, proporcionandole una
dispersion lineal. Es decir, permite que sus electrones se comporten como particulas
sin masa que pueden moverse libremente por toda la lamina. Esta cualidad, ademas es

independiente a la temperatura, o que presenta una gran ventaja frente a otros
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dispositivos electronicos. Otros materiales, al poseer impurezas en su estructura,
dificultan y ralentizan el movimiento de los electrones, sin embargo, el grafeno al

provenir Unicamente de un compuesto puro carece de dichas impurezas €7,
2.6.3 Permeabilidad

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

como el helio @7,
2.6.4 Propiedades mecanicas y elasticidad

Un microscopio de fuerza atbmica es un instrumento capaz de detectar fuerzas
de cohesidn, este se aplicé de forma perpendicular a una lamina de grafeno, con el
objetivo de medir su limite elastico. Como el grafeno apenas presenta defectos en su
red puede estirarse de forma reversible hasta un 10% de su tamafio habitual, mientras

que el resto de los sélidos soportan sélo alrededor del 3% ©8),

El valor médulo 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 util en nanotecnologia.

Estas propiedades difieren tanto del grafito, del cual procede, debido a que el
grafito esta constituido por laminas de grafeno unidas por fuerzas de Van der Waals las
cuales, al aplicar una fuerza mecanica, se rompen con mayor facilidad que las uniones

covalentes que hay entre los &tomos de carbono de una lamina de grafeno.
2.6.5 Otras propiedades

Ligereza, capacidad de soportar radiacion ionizante, evita la corrosion de

otros materiales y capacidad de reaccion con otras sustancias (@9,
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 disminucién de la adhesion celular, induccion de la
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apoptosis celular e introduccién 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 concentracion o la forma, siendo estos relevantes.

Aungue el factor mas relevante de todos es la funcionalizacion de la superficie
(89), es decir, la introduccion de grupos funcionales en la superficie del grafeno. Esta
técnica puede ayudar a disminuir la fuerte interaccion que hay entre el grafeno/GO vy las
células y tejidos. Ademas, puede ayudar a reducir la generacion de especies reactivas

de oxigeno, que desencadenan apoptosis celular por la activacion de la caspasa-3.

Al utilizar GO funcionalizado en estudios en vivo, se pudo comprobar como este
se acumula en el sistema reticulo endotelial en higado y bazo, de tal manera que era
facilmente eliminado del cuerpo del raton sin provocarle citotoxicidad, mientras que al
administrar GO, este se acumulaba en pulmén pudiendo producir edema y formacion
de granulomas en el mismo. Por lo tanto, es necesario funcionalizar las laminas de GO

y grafeno para poder utilizar en aplicaciones biomédicas 9.
2.6.7 Diferenciacion de células madre

Debido a la gran importancia de la diferenciaciéon de células madre en las
distintas lineas celulares se ha investigado la opcion de utilizar el grafeno en este fin.
Asi un estudio reciente demuestra una mayor diferenciacion neuronal de células madre
mesenquimales humanas utilizando al grafeno como superficie. Esto es asi porque
sirve como una capa de adhesién celular con efecto de acoplamiento eléctrico para la
estimulacién eléctrica para la diferenciacion. Ademas, al utilizar el grafeno como
superficie también ha favorecido una mayor diferenciacion de células osteogénicas. Sin
embargo, la diferenciacion 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 ©b.
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3. JUSTIFICACION

Los defectos 6seos son un gran problema hoy en dia en las diferentes areas de
la odontologia, debido, en gran parte, a que diversos tratamientos implican el retiro de
un fragmento de hueso sin colocar ningun tipo de material o soporte que ayude a la
regeneracion del tejido, provocando asi, un defecto 6seo que puede resultar en un

problema tanto estético como de restauracion.

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 intervencion clinica, por lo cual en
multiples ocasiones estos no se utilizan. Es por ello que existe la necesidad de realizar
investigaciones enfocadas en la generacion de nuevos materiales que cumplan con las

caracteristicas para su utilizacion clinica y con menor valor econémico.

En este sentido el grafeno se ha convertido en un material prometedor debido a
su bajo costo y a sus propiedades mecanicas, fisicas y quimicas y biolégicas unicas, lo
gue apoya su introduccién como un material alternativo para la ingenieria de tejidos en

restauracion osea.

Po otro lado, las potenciales ventajas de usar andamios de 6xido de grafeno
mono-capa y Oxido de grafeno con Calcio como materiales que promueven el
crecimiento celular, y en consecuencia la regeneracion del tejido 0seo, 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 practica clinica, el presente proyecto pretende evaluar el potencial uso del
2 derivados de grafeno, Oxido de grafeno (GrO) y 6xido de grafeno calcio (GrOCa),

como andamios celulares para la restauracion 6sea en un modelo animal.
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5. HIPOTESIS
5.1 Hipotesis de trabajo

Los derivados de grafeno injertados sobre defectos 6seos inducidos mejoran el
crecimiento y reconstruccion del hueso en los grupos de ratones utilizados con

respecto al grupo control.
5.2 Hipotesis nula

No se observa diferencias significativas en crecimiento y reconstruccion ésea de

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

Se observa crecimiento y/o reconstruccion ésea 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

Andlisis histolégico de derivados de grafeno como andamios moleculares para la

restauracion 6sea.
6.2 Objetivos especificos

6.2.1 Ejecucion del defecto 6seo y aplicacion del injerto en las ratas de

experimentacion.

6.2.2 Monitoreo y sacrificio de los animales injertados.
6.2.3 Obtencién de biopsias.

6.2.4 Andlisis histolégico de las muestras obtenidas.

6.2.5 Andlisis 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 regeneracion 0sea

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

8.1 Reactivos quimicos

PROCIN® Xilazina, DAMAX INYECTABLE Clindamicina, PROFENID® IM
Ketoprofeno, PISABENTAL® Pentobarbital sédico, Solucion 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 % oz,
Rasuradora Afeitadora Wahl, Pieza De Alta Velocidad Marca Nsk Panamax Led y
Unidad dental portatil, gasas estériles, guantes estériles, cubre bocas, batas
desechables, sutura vicryl 4-0, hoja de bisturi #15, mango de bisturi, estuche de sutura
y diseccion, plumones sharpie, fresas de carburo bola #4 tallo largo y jeringas de 10, 3

y 1ml

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 | (9 dias),

grupo Il (21 dias).

8.4 Metodologia
8.4.1 Procedimiento quirargico

Los animales fueron anestesiados con hidrocloruro de xilazina y clorhidrato de
ketamina. Después del afeitado se procedio a la asepsia y antisepsia sobre el craneo;
posteriormente se realizd una incision sobre la linea media de aproximadamente 2cm,
se disectaron los planos cutaneo y subcutaneo 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 portatil y con una fresa quirurgica de tallo largo bola #4.

Metodologia

Cavidad
"0 " 0 e 4mm
Cranep ~—
] Cerehro
T~ 7
Cavidad en el
Rata adulta créaneo
A: Control
B: GrO I Col i6n del
C: GrO-Ca olocacion de
material en la
\./ cavidad producida
. . .......
e Créneo.
| 4 Cerebro

Coberltura dela

cavidad
o 9 dias
Analisis de 21 dias
tejidoy
suero

Figura 8. Representacion esquematica de la metodologia para aplicacion del injerto en
el modelo animal.

El procedimiento se realiz6 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 trepanacion para utilizarlo como control. Los defectos 0seos se trataron

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

8.4.2 Sacrificio de los animales en experimentacion y obtencion de biopsias

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

las ratas utilizando una sobredosis de anestesia (PISABENTAL® Pentobarbital sodico)
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y se tomd la muestra seccionando ambos huesos parietales. Las muestras de tejido,
después de la toma, se introdujeron en solucién de formol al 10% (formalina) con una

relacion minima de volumen por peso de 10:1.

Se recolectaron en frascos de plastico, para evitar derrames y permitir una
buena manipulacion, previamente etiquetados e identificados con el cdédigo
correspondiente al animal y material aplicado. Los controles también fueron procesados
e incluidos conforme al protocolo. Se procurd agitar suavemente cada frasco antes de
colocarlos en la caja de transporte.

Tiempo de impregnacion: conforme al tamafio 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 descalcific6 empleando acido formico al 8% en una

solucion acuosa con formalina por 48 horas.

8.4.3. Andlisis histoldgico de las muestras obtenidas

Las muestras pasaron por un procesamiento de tejido para poder realizar los
cortes histoldgicos, asi como también se realiz6 un cuestionario para poder facilitar la
toma de datos al observar estos mismos cortes en donde se cuestionaria:

e Patrén de Inflamacion

e Grado de inflamacion

e Presencia de Neutrofilos

e Presencia de Linfocitos

e Presencia de Macréfagos

e Presencia de Células gigantes multinucleadas (CGM)

e Presencia de angiogénesis

e Presencia de Reaccion fibroblastica

¢ Presencia de hemorragia

e 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
anatémica del defecto 6seo y del material empleado sobre el defecto quirdrgico. 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, inclusiéon e imbibicion en parafina. Las
capsulas 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 éseo en el
proceso de tejido modelo SP-120.

Velocidad de agitacion

Vaso Tiempo de inmersion Valor en el

N° Reactivo Horas:Minutos rpm. programa
1 Formol 01:00 60 1
2 |Formol 01:00 60 1
3 | Alcohol 70% 01:30 70 2
4 | Alcohol 80% 01:30 70 2
5 | Alcohol 96% 01:30 70 2
6 | Alcohol 100% 01:00 70 2
7 | Alcohol 100% 01:00 70 2
8 |Alcohol 100% 01:00 70 2
9 Xylol 01:30 70 2
10 | Xylol 01:30 60 1
11 | Parafina 02:00 60 1
12 | Parafina 02:00 60 1

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

procedid a realizar la inclusibn de los tejidos en blogues de parafina de grado
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histolégico. Para este paso se realizO la orientacion de las muestras conforme al
protocolo para su observacion al microscopio Optico. Se realizaron cortes en el
microtomo de 5 micrometros aproximadamente, que se colocaron en la tina de

flotacion, para ser situados en los portaobjetos.

Una vez que los tejidos estuvieron sobre los portaobjetos, se procedié a realizar
la técnica de tincion con hematoxilina y eosina segun la Figura 9. Finalmente Los

tejidos tefiidos fueron sellados con resina histologica y cubiertos con cubreobjetos #1.

Desparafinado Hidratacién

Xileno == Xileno

(5 min) {5 min)
Tincion de
hematoxilina
Lavado
breve en
agua
u “:;‘::ade Deshidratacién
A;oohol Eosina
ado 2 mi
(20 &) (2 min)
Aclarado

Etanol
100%
(3 min)

Xileno
(3 min)

U
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Figura 9. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina a las que fueron sometidas las
muestras de tejido 0seo.
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9. RESULTADOS

9.1 Ejecucidn del defecto 6seo y aplicacion del injerto en las ratas de
experimentacion

Se llevé a cabo el procedimiento quirargico para la ejecucion del defecto 6seo y
aplicacion del injerto segun el protocolo descrito en la metodologia (8.4.1). En la Figura
10 se puede observar las caracteristicas de las incisiones realizadas y la localizacion y

caracteristicas de los defectos 6seos inducidos en el craneo de los animales.

Figura 10. Procedimiento quirdrgico. A) Preparacion para el defecto quirargico (Incision
2 cm). B) Ejecucion de los defectos (4mm) en el hueso parietal. C) Localizacion de los
defectos por duplicado.
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Figura 11. Localizacién de los defectos y colocacion de injertos. A) Localizacion de los
injertos por duplicado. B) Acercamiento del sitio de colocacion de los injertos.
Una vez que se realizo la incision se colocaron los injertos de GrO y GrOCa,

como se observa en la Figura 11.

9.2 Monitoreo de los animales post cirugia

Los animales se recuperaron en una cama plana de papel para tratar de ayudar
a mantener el calor y mejorara la recuperacion, se mantuvieron observados hasta que
el animal recupero la capacidad de derecho en si mismo y se comenz6 a mover con

normalidad.

Al dia siguiente de la cirugia los animales se observaban alertas y activos, comiendo y
bebiendo normalmente, y asi continuaron hasta el momento de su sacrificio. En ningin
momento se observé depresion en los animales, no se observé ningun signo de
infecciéon en la herida, se comenz6 a observar cicatrizaciéon del tejido a los 5 dias
después de la cirugia. Al momento de realizar la obtencién de muestra del primero

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

9.3 Obtencioén de biopsias
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Se recolectaron las muestras 0seas para su posterior procesamiento segun el

protocolo descrito en la metodologia seccion 7.4.2. (Figura 12).

Figura 12. Procedimiento para la obtencion de muestras éseas. A y B) Coleccién de la
biopsia y caracteristica de la muestra (1cm x 1.5 cm). C) Etiquetado y almacenamiento
de la muestras.

9.4 Andlisis histolégico de las muestras obtenidas

En el presente estudio se realizaron cortes histolégicos para poder observar si
se encontraba formacion de tejido 6seo o algun indicio de esto. De acuerdo a los cortes
obtenidos y a los datos arrojados por el cuestionario se llegd a los siguientes

resultados:

9.4.1 Grupo | (9 dias)

Rata 4, Control (R4C-9). En la rata 4 en la muestra de control se encontré
inflamacion de tipo aguda con un grado leve asi como también la presencia moderada
de neutréfilos asi como una leve angiogénesis y reaccion fibroblastica. También se
observo fibrina y hemorragia de una manera leve. No se encontraron osteoblastos ni
tejido osteoide en las zonas examinadas. La reparacion de los defectos quirtrgicos fue

minima.
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)

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

Rata 4, Oxido de grafeno (R4Gr0O-9). En la rata 4 en la muestra que se utiliz6
GrO, se observé un patrén de inflamacion mixta con un grado moderado, se observé
presencia moderada de neutrdéfilos y una presencia leve de linfocitos y macréfagos asi
como una presencia moderada de angiogénesis y reaccion fibroblastica debajo y entre
el material 6xido 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 reaccion al oxido de grafeno.
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Figura 14. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R4GrO-9. A) Se
observa la formacion 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
formacion de tejido alrededor, 400x. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina

Rata 5, Oxido de grafeno (R5Gr0O-9). En la rata 5 en la muestra que se utiliz6
GrO, se observé un patron de inflamacién mixta con un grado moderado, se observa
presencia leve de neutrofilos y linfocitos. También se observo presencia moderada de
macrofagos, angiogénesis y reaccion fibroblastica. Se observa presencia de
hemorragia de una manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia
de CGM en reaccion al oxido de grafeno pero de una manera escasa. Se pudo apreciar
una reaccion en relacion al 6xido de grafeno en donde se observa tejido osteoide
formando una especie de cufia desde ambos lados del material y debajo del hueso de

la muestra.
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Figura 15. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrO-9. A) Se
puede observar la formacion de tejido osteoide organizado en una especia de “cufia”
entre el injerto y el hueso, 100x B) Se observa tejido osteoide en relacién con el injerto,
100x. Técnica de tincidon con hematoxilina y eosina.

Rata 5, Oxido de grafeno + Calcio (R5GrOCa-9a). En la rata 5 en la muestra
que se utiliz6 GrOCa, se observé un patron de inflamacion mixta con un grado
moderado, se observa presencia leve de linfocitos, neutréfilos de manera moderada al
igual que macrofagos. También se observd presencia moderada de angiogénesis y
reaccion fibroblastica. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de CGM en
reaccion al material. Se pudo apreciar una reaccién en relacion al GrOCa en donde se
puede observar tejido osteoide. También se observa como se relaciona el GrOCa con

el tejido conectivo.

RS e s
Figura 16. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrOCa-9a. A) Se
observa la reaccion celular causada por el injerto en donde se promueve la formacion
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de tejido osteoide, 100x B) Se observa la formacion celular entre el injerto, 400x
Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.

9.4.2 Grupo Il (21 dias)

Rata 1, Control (R1C-21). En la rata 1 en la muestra de control, se observé un
patron de inflamacion mixta con un grado moderado, se observa presencia leve de
neutréfilos y linfocitos. También se observd presencia moderada de macréfagos,
angiogénesis, reaccion fibroblastica y hemorragia. Se observa también hemosiderina

de manera moderada.
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Figura 17. Micrografia 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 quirargico, 100x Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.

Rata 1, 6xido de grafeno (R1GrO-21). En la rata 1 en la muestra que se utilizé
GrO, se observo un patron de inflamaciébn mixta con un grado leve, se observa
presencia leve de neutrofilos y linfocitos. También se observo presencia moderada de
macrofagos, angiogénesis y reaccion fibroblastica. Se observa también hemorragia y
hemosiderina de manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de
CGM en reaccién al material. Se pudo se observa el tejido conectivo mayor distribuido

entre el GrO y la formacion de tejido éseo debajo del material.
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Figura 18. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R1GrO-21. A) Se
observa tejido conectivo entre el material al igual que formacion de tejido Oseo
alrededor del injerto, 40x B) Se observa Tejido 6seo debajo del injerto, 100x C) Se
puede observar tejido 6seo formando una especie de “cufia” entre el injerto y el hueso,
100x Técnica de tincidon con hematoxilina y eosina.

Rata 2, Control (R2C-21). En la rata 2 en la muestra de control, se observé un
patrén de inflamacion crénica con un grado leve, se observa presencia leve de
macréfagos, angiogénesis y reaccion fibroblastica. Se observa también hemosiderina
de manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de CGM hacia un

cuerpo extrafo.

Figura 19. Micrografia 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 extrafio 400x. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.
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Rata 2, oxido de grafeno (R2GrO-21). En la rata 2 en la muestra que se utilizd
GrO, se observo un patron de inflamacién mixta con un grado moderado, se observa
presencia leve de neutrofilos y linfocitos. También se observd presencia moderada de
macrofagos, angiogénesis y reaccion fibroblastica. Se observa también hemorragia y
hemosiderina de manera leve. En este grupo se pudo apreciar también la presencia de

CGM en reaccion al material y formacion de tejido 6seo.

. B ,'.,v' \ ‘T\‘ : ‘ 3 s
Figura 20. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R2GrO-21. Se

observa tejido conectivo en donde se encuentran también CGM, 400x. Técnica de
tincion con hematoxilina y eosina.

Rata 3, Control (R3C-21). En la rata 3 en la muestra de control, se observé un
patron de inflamacién aguda con un grado leve, se observa presencia leve de
neutrofilos. También se observo presencia leve de angiogénesis y presencia moderada
de hemorragia. Se observa también hemosiderina de manera moderada. No se
observa algo diferente a los demas controles del grupo Il.
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Figura 21. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R3C-21. Se observa
fibrina y hemorragia, 100x. Técnica de tincién con hematoxilina y eosina.

Rata 3, 6xido de grafeno calcio (R3GrOCa-21). En la rata 3 en la muestra que
se utiliz6 GrOCa, se observd un patron de inflamacion mixta con un grado moderado,
se observa presencia leve de neutréfilos. También se observo presencia moderada de
macrofagos, angiogénesis y reaccion fibroblastica. En este grupo se pudo apreciar
también la presencia de CGM en reaccion al material. Se pudo observar la misma
reaccion hacia el material y la formacién de tejido fibroblastico por debajo del material
al igual que en los demas grupos del grupo Il en donde se utiliza GrO asi como la

formacion de tejido éseo.
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Figura 22. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R3GrOCa-21. Se
observa formacién de tejido conectivo entre el injerto al igual que tejido éseo en la
periferia, 40x. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.

Rata 4, Control (R4C-21). En la rata 4 en la muestra de control, se observé un
patron de inflamacién crénica con un grado leve, se observa presencia leve de
linfocitos y presencia moderada de macréfagos. También se observo presencia leve de
angiogénesis y de hemorragia. Se observa también hemosiderina y reaccion
fibroblastica de manera moderada. No se observa algo diferente a los demas controles

del grupo |l.
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Figura 23. Micrografia de tejido conectivo muestreado de R4C-21 a 400x. Técnica de
tincion con hematoxilina y eosina.

Rata 4, 6xido de grafeno calcio (R4GrOCa-21). En la rata 4 en la muestra que
se utilizé GrOCa, se observo un patréon de inflamacion mixta con un grado moderado,
se observa presencia leve de neutréfilos. También se observé presencia moderada de
linfocitos, macréfagos, angiogénesis y reaccion fibroblastica. En este grupo se pudo
apreciar también la presencia de CGM en reaccion al material. Se pudo observar la
misma reaccién hacia el material y la formacion de tejido fibroblastico por debajo del
material al igual que en los demas grupos del grupo Il en donde se utiliza GrOCa. Se

observé también tejido 6seo méas organizado.
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Figura 24. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R4GrOCa-21. A) Se
puede observar la formacion de tejido alrededor del injerto, 40x B) Se puede observar
la mezcla del injerto con tejido conectivo, 100x. Técnica de tincion con hematoxilina y

eosina.

Rata 5, 6xido de grafeno (R5GrO-21). En la rata 5 en la muestra que se utilizé
GrO, se observo un patrén de inflamacién crénica con un grado moderado, se observa
presencia leve de linfocitos. También se observo presencia moderada de macréfagos,
angiogénesis y reaccion fibroblastica. Se observa también hemorragia leve. En este
grupo se pudo apreciar también la presencia de CGM en reaccién al material y al igual
gue en los demas grupos de GrO se observo formacion de tejido 6seo en relacion al

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

Rata 5, 6xido de grafeno calcio (R5GrOCa-21). En la rata 5 en la muestra que
se utiliz6 GrOCa, se observd un patron de inflamacién mixta con un grado leve, se
observa presencia leve de neutréfilos y linfocitos. También se observd presencia
moderada de angiogénesis, reaccion fibroblastica y de hemorragia. En este grupo se
pudo apreciar también la presencia de CGM en reaccion al material. Ademas de
observo una presencia severa de macréfagos. Se pudo observar la misma reaccion
hacia el material y la formacién de tejido fibroblastico por debajo del material al igual
gue en los demas grupos del grupo Il en donde se utiliza GrOCa en donde se observé

formacion de tejido 6seo.
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Figura 26. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R5GrOCa-21. A) Se
puede observar la mezcla del material con la formacién de tejido 6seo, 40x. B) Se
puede observar la formacion de tejido 6éseo en forma de “cufia” en relacién con el
injerto, 100x. C) Se puede observar la formacion de tejido 6sea de una manera mas
organizada, 400x. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.
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9.4.2 Respuesta inmunologica

Posterior al procesamiento de las muestras se realizé un cuestionario con la
finalidad de facilitar y puntualizar las observaciones captadas en los frotis, sobre células
y caracteristicas relacionadas a la respuesta inmunoldgica. Los resultados estan

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 0seo tefiidas con hematoxilina y eosina. CGM: Células
Gigantes Multinucleadas.

Patronde  Gradode -\ Reshiestaa

ID Innflamacié inflarr?acic') cuerpo extrafio)
R3C-21 Aguda Leve No
R1C-21 Mixta Moderada No

R2GrO-21 Mixta Moderada Si
R4GrO-9 Mixta Moderada Si
R5GrO-9 Mixta Moderada Si

R2C-21 Crénica Leve Si

R5G2r§)Ca- Mixta Leve Si

R1Gro-21 Mixta Leve S

RSGZr(l)Ca- Mixta Moderada Si

RSGng)Ca- Mixta Moderada Sl

R4C-9 Aguda Leve No
R4C-21 Cronica Leve No
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R4GrOCa-

21 Mixta Moderada Si

R5GrO-21  Crénica Moderada Si
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3 Neutrof los Linfocitos B Mastocitos

Eosinofilos B Macréfagos

R4GroO-9 R4C-9 R5GrO-9 R5GrOCa-9
Rata

Figure 27. Recuento de las células del linaje inmunoldgico. Células observadas
(Tincién con hematoxilina y eosina) en las muestras de tejido 6seo procesadas a los 9
dias.
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Figure 28. Recuento de las células del linaje inmunolégico. Células observadas
(Tinciébn con hematoxilina y eosina) en las muestras de tejido 6seo procesadas a los
21 dias.
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Figure 29. Indicadores la respuesta inmune (Tincion con hematoxilina y eosina) en las
muestras de tejido 6seo procesadas a los 9 dias. RF: Reaccion fibroblastica.
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Figure 30. Indicadores de la respuesta inmune (Tincion con hematoxilina y eosina) en
las muestras de tejido 0seo procesadas a los 21 dias. RF: Reaccion fibroblastica.
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10. DICUSION

Uno de los objetivos de la ingenieria del tejido es mimetizar el proceso natural de
reparacion del hueso mediante la insercion de células que induzcan la diferenciacion
osteoblastica. Esto es posible lograr mediante el uso de matrices tridimensionales
biocompatibles, bioreabsorbibles y osteoconductoras, que promuevan la union celular
in vivo, la migraciéon y la proliferacion de células osteogénicas @9, Los andamios
porosos tridimensionales pueden optimizar la regeneracion ésea al proporcionar un
ambiente apropiado que facilite la migracion de células de los tejidos circundantes, la
proliferacion y diferenciacion celular, el desarrollo de Matriz extracelular é6sea (MEC) y

lechos vasculares(104-105),

Los andamios potencialmente adecuados para uso en regeneracion ésea
incluyen cerdmicas, como hidroxiapatita, fosfato beta tricalcico%), y diéxido de titanio
(107): polimeros sintéticos o bioldégicos, como el acido poli-lactico 1%, el acido poli-
glicolico®), la policaprolactona @19, el quitosdn o el colageno, y materiales
compuestos de los materiales mencionados anteriormente, es decir, ceramica
/polimero (hidroxiapatita/ quitosano) 11-112), | os materiales cerdmicos se han utilizado
ampliamente como sustratos de ingenieria del tejido 6éseo, debido a su alta resistencia,
compatibilidad con los tejidos y osteoconductividad. Sin embargo la biodegradacion, la
dificultad de conformacion y fragilidad mecanica, son limitantes importantes para ser

considerados materiales ideales en aplicaciones clinicas 113).

Por otro lado aunque los biomateriales poliméricos, por lo general, son
biodegradables y compatibles con tejidos @415 en muchos casos, muestran
caracteristicas mecanicas deficientes 199, Con el fin de abordar este problema, nuestro
objetivo fue analizar la capacidad de los derivados de grafeno GrO y GrOCa de
catalizar la restauracion 6sea sobre un defecto calvario de tamafio critico en ratas. En
este tipo de estudios es importante que el defecto 6seo control no se restaure
rapidamente durante el tiempo de analisis. Dos factores importantes son el tamafio del
defecto y el periodo de tiempo de evaluacion. Con base en eso, se determiné de 9 a 21
dias el tiempo de evaluacion de formaciéon de hueso y 4mm para el tamafio del defecto.

Para el disefio del material se eligié el 6xido de grafeno y un derivado. Los efectos
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positivos del oxido de grafeno para mejorar y acelerar la regeneracion Osea y la
osteointegracion se ha demostrado en diversos estudios. Sin embargo, el efecto
combinado del calcio y el 6xido de grafeno sobre los defectos 6seos no ha sido
explorado in vivo antes. Adicionalmente, pocos trabajos hablan sobre el efecto del GrO
por si solo, es decir, en la mayoria de los estudios esta derivatizado con ceramicas y/o

polimeros.

OH COCHI.: oaH

H

OH COOH O COOH
Oxido de grafeno Oxido de grafeno-Calcio
(GrO) GrO-Ca

Figura 31. Estructura del 6xido de grafeno (GrO) y 6xido de grafeno calcio (GrOCa).

Es asi como se incluy6 el GrO en este estudio, con la finalidad de explorar su
efecto en solitario. Los resultados arrojaron que la presencia de 6xido de grafeno (GrO
y GrOCa) promovié significativamente la regeneracién del hueso en ratones injertados
a los 9 y 21 dias en comparacion con los controles (defectos vacios). Las
observaciones histoldgicas posteriores a la implantacién del grafeno en los controles
(defectos vacios), en el mismo lapso de tiempo, mostraron una formacion osea limitada
cerca del borde del defecto 6seo, con un delgado tejido conjuntivo. Esto confirmé la
incapacidad de los mecanismos endégenos para regenerar totalmente defectos de este

tamanfo, sin interferencias exodgenas durante el tiempo de analisis. Por otro lado, el
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GrOCa fue solo ligeramente superior al GrO, lo que confirma la propiedades

osteogénicas GrO por si solo.

El analisis también revel6 que el hueso recién formado aumentdé desde la
periferia hasta el centro del defecto 6seo, en lugar de solo en la frontera, como se
observa en algunos andamios poliméricos (108110 Una posible explicacion es que tanto
el GrO y el GrOCa favorecen la diferenciacion osteogénica de las células progenitoras
y mejorar la formacion 6sea, como resultado de interacciones hidréfobas y

electrostaticas con proteinas (116-119),

Las areas que recibieron GrO y GrOCa mostraron una diferenciacion 6sea
intimamente asociada con el injerto, lo que demuestra las propiedades
osteoconductoras del material. En el dia 9 postoperatorio, se observaron grandes
rastros del material de injerto (GrO/GrOCa) sin estar mezclado con algun otro tejido, y
en el dia postoperatorio 20, las particulas del material se mezclaron completamente.
Esta infiltracion Osea puede ser el resultado de la porosidad biomaterial (tamafio de
poro y numero de poros), GrO y GrOCa, que permite interconectividad, es decir,
infiltracion celular, unién, proliferacion, diferenciacién y desarrollo e integraciéon de ECM
con hueso huésped 29 y por consecuencia formacién de nuevo tejido. Al mismo

tiempo

Se demostrd 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

organizacion de los tejidos era la adecuada.

El presente estudio mostr6 que el GrO y GrOCa proporcionaron mejores
resultados para el tratamiento de defectos 0seos en craneos de ratas ya que se
observo formacion de tejido 0seo en relacion a este material, sin embargo se tienen

gue realizar mas estudios como determinacién de marcadores nucleares implicados en
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el crecimiento celular, marcadores inmunolégicos, 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 disefiado para analizar histologicamente la influencia de
GrO y GrOCa en la curacién ésea en defectos creados quirdrgicamente en craneo de
rata. ElI hueso recién formado en el defecto quirargico se evalu6 mediante analisis
histolégico visual y cuestionario previamente elaborado. Todos los grupos
experimentales demostraron una curacidbn OGsea superior en comparacion con los

grupos control a los 9y 21 dias después de las cirugias.

Ademas, se demostro que la biocompatibilidad de los materiales analizados era
adecuada una vez que la respuesta inflamatoria y la organizacion de los tejidos eran
similares al control segln lo observado en un estudio anterior 2, 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 tenian un tamafio critico. Los defectos de
tamafio critico se definen como los defectos de un tamafio que no permiten la

regeneracion/curacion dsea espontanea durante la vida del animal (3.

En el presente estudio, no se repararon totalmente las muestras en el grupo de
control a los 9 o 21 dias, lo que indica la creacion de defectos de tamafio critico (4 mm

de diametro), que son esenciales para la evaluacion critica de biomateriales.

Las areas que recibieron GrO y GrOCa mostraron una diferenciacion dOsea
intimamente asociada con el injerto, lo que demuestra las propiedades
osteoconductoras del material. En el dia 9 postoperatorio, se observaron grandes
rastros del material de injerto (GrO/GrOCa) sin estar mezclado con algun otro tejido, y
en el dia postoperatorio 20, las particulas del material se mezclaron completamente,

segun el informe anterior 2,
Se observaron resultados similares con el vidrio bioactivo (BioGran Orthovitat,

Malvern, PA, EE. UU.) Que muestra una diferenciacion ésea intimamente asociada con

las particulas de vidrio bioactivo, lo que demuestra las propiedades osteoconductoras
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del material ©+90)_ E| vidrio bioactivo, especialmente en su forma granular, es un

material aloplastico que se ha utilizado ampliamente para rellenar defectos éseos (°7:98),

Los esfuerzos actuales se centran en el desarrollo de estrategias efectivas para
la ingenieria de tejidos 0seos, pero predecimos que la discusion futura se centrara en la
identificacion de las estrategias de ingenieria de tejidos 6seos mas rentables. Aunque
la carrera para hacer de la ingenieria de tejidos 6seos una realidad clinica esta bien

justificada, atn existen desafios y limitaciones importantes en este campo. (103
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