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RESUMEN

RESUMEN

Objetivos: El objetivo de la presente investigacion fue realizar un analisis
histologico del efecto del uso de Oxido de grafeno (GO) y Oxido de grafeno con
Calcio (GOCa) como andamios moleculares para la restauracién 6sea en defectos

0seos creados quirdrgicamente en craneos de ratas.

Materiales y métodos: Se realiz6 un defecto 6seo en los parietales de 4 mm a 16
ratas adultas, los animales se asignaron al azar a uno de los 4 grupos
experimentales: grupo | (4 dias), grupo Il (16 dias), grupo Il (45 dias), grupo IV (60
dias), 4 ratas a cada grupo, las cuales a 2 ratas se le colocé en el defecto derecho
oxido de grafeno (GO) y a otras 2 6xido de grafeno con calcio (GrOCa); dejando el
defecto izquierdo vacio como grupo control. Posteriormente fueron sacrificados
respectivamente al grupo que pertenecian, 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 formacién de hueso nuevo en el area
cortical del defecto se evalu6 visualmente y se capturaron datos mediante un

cuestionario previamente elaborado.

Resultados: El grupo con Oxido de grafeno calcio (GOCa) mostro menor grado de
inflamacion en comparacion GO, tambien la movilizacién celular fue menor en el
grupo GOCa con respecto al grupo GO, durante los primeros dias, aumentando
gradualmente, hasta llegar resultados similares a los 60 dias. El GOCa, presento
menor grado de hemorragia al inicio, durante y al final del tiempo de observacién en

comparaciéon a GO.

Conclusiones: Los resultados obtenidos con la colocacién del injerto GO y GOCa
no demostraron una curacién 6sea superior a los grupos controles, sin embargo
podemos concluir que el material sirve como andamio para favorecer el transito de
formacion Osea (osteoconductor), ya que se encontro tejido 6seo entre el material
injertado en el centro del defecto en comparacion a los grupos controles que solo

se encontraba tejido 6seo en la periferia del defecto.
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En la odontologia existen multiples especialidades de las cuales la
endodoncia es una de ellas, esta es la encargada del estudio de la anatomia de la
cavidad pulpar, la fisiologia y la patologia de la pulpa dental, asi como la prevencion
y eliminacién de las alteraciones pulpares y cualquier repercusion que pudiera
originarse sobre los tejidos perirradiculares (1,2).

Se tiene que reconocer que el &mbito de la endodoncia es amplio, va desde un
simple diagndstico diferencial hasta tratamientos para eliminar el dolor orofacial de
origen pulpar y periapical; en la endodoncia también se incluyen los recubrimientos
pulpares directos e indirectos para mantener la vitalidad de la pulpa; los tratamientos
de conductos radiculares cuando es inevitable conservar su vitalidad o cuando
existe necrosis de la misma, con o sin complicacion periapical; la endodoncia tiene
un area quirurgica conocida comunmente como “cirugia apical’” que elimina los

tejidos periapicales inflamatorios a consecuencia de alguna patologia pulpar (2,3).

Las altas tasas de vulnerabilidad a traumatismos y fracturas 6seas han atraido
extensas investigaciones en el campo de la regeneracién del tejido 6seo. El hueso
tiene una estructura jerarquica y compleja que soporta sus diversas funciones

mecanicas, biolégicas y quimicas (4,5) .

En décadas recientes se ha aumentado la esperanza de vida la cual esta
directamente asociada al gran desarrollo de investigacion en biomateriales, ya que
al haber una mayor esperanza de vida ha provocado el aumento de la incidencia de
patologias asociadas a la edad, como lo es la osteoporosis. Debido a esta situacion,
existe una gran demanda de biomateriales para el reemplazo de tejido 6seo que,
aunado a la alta tasa actual de fallo de estos implantes a nivel clinico, hace que

cobre mayor importancia a esta area de estudio. Estos materiales son utilizados hoy
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INTRODUCCION

en dia como sustitutos 6seos para todo tipo de cirugias desde ortopédicas hasta

dentales y maxilofaciales (4,5).

Se han realizado multiples estudios sobre los procesos de cicatrizacion 6sea y se
han desarrollado técnicas para la correccion de defectos 0seos, incluido el uso de
varios tipos de injertos, membranas y una combinacion de ambas técnicas. Se han
utilizado muchos sustitutos 6seos debido a sus propiedades osteoconductoras y

osteoinductoras, y resultados positivos han sido reportados usando xenoinjertos (6).

Cada vez mas ha sido realizada por dentistas la restauracion con apoyo de
implantes por razones tanto estéticas como funcionales. Sin embargo cuando las
infecciones, procesos patoldgicos, extracciones o lesiones congénitas y traumaticas
en el maxilar superior y la mandibula conducen a la pérdida 6sea, 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 (7).

En endodoncia nos enfrentamos con defectos 6seos grandes los cuales
representan problemas clinicos importantes. La pérdida 6sea puede ser el resultado
de varias patologias, causadas por un traumatismo, o puede ser una consecuencia
de procedimientos quirdrgicos. Diversas investigaciones han evaluado la
reconstruccién de estructuras anatdmicas perdidas debido a un traumatismo,
infeccion o reseccion de tumores, para proporcionar rehabilitacion funcional y
estética del paciente. Los biomateriales utilizados en combinacién con técnicas de
ingenieria de tejidos han mostrado resultados alentadores con respecto a la

formacion de hueso nuevo.
Hueso y tejido 6seo

Un hueso esta compuesto de una serie de tejidos, principalmente por tejido 6seo y
otros tejidos conjuntivos, incluidos el tejido hemopoyético y el tejido adiposo, junto
con vasos sanguineos y nervios. El tejido 0seo se clasifica en compacto

comunmente llamado denso y el esponjoso llamado también trabeculado. Al

11
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examinar con un corte de un hueso la parte superficial se pueden identificar dos
organizaciones estructurales distintas del tejido 6éseo. Una capa densa y compacta
forma la superficie 6sea externa que corresponde al tejido 6seo compacto, mientras
gue una malla de aspecto esponjoso compuesta por trabéculas (delgadas espiculas
de tejido 6seo anastomosadas) forma la parte interna del hueso llamado tejido 6seo

esponjoso.

Los espacios que hay en la malla estan comunicados y, contienen la médula y vasos

sanguineos(8).

TILLO TIBIAL

N\ INTERNO

.
S5 -

SECTOR DE
MAGNIFICACION

CORTICAL
SUPERICR

ESPACIO
INTERCORTICAL

CORTICAL
INFERIOR

FIGURA 1. Imagen de un corte sagital de tibia. Tomado de revista de artroscopia.

Como se menciond anteriormente los huesos estan formados primordialmente por
tejido 6seo y estos estdn acompafnados por tejido conectivo propiamente dicho y
por tejido cartilaginoso. El tejido conectivo forma el periostio que son membranas
que revisten las superficies externas y el endostio que reviste la parte interna de los

huesos (figura 2) (8).

El endostio esta formado por tejido conectivo, con abundantes vasos sanguineos,
células osteogénicas y osteoblastos. En el adulto, contiene células inactivas que
conservan la capacidad osteogénica en caso de lesién dsea para su reparacion. El

endostio, también tiene capacidad osteogénica (8).
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FIGURA 2 Esquema del periostio. El periostio es la membrana que rodea al hueso por cartilago
articular. El periostio estd compuesto por dos capas: capa exterior fibrosa y capa osteogénica
.Imagen tomada de aula virtual de anatomia.

Los osteoblastos son las células especializadas en la formacién de tejido 6seo,
estas son responsables de la sintesis de matriz 6sea y del crecimiento y

remodelacion del hueso.

Los osteoblastos se encuentran alineados uno al lado del otro formando una capa
celular de una célula de espesor. Esta matriz extracelular (MEC) recibe el nombre
de sustancia osteoide y contiene proteoglucanos, glicoproteinas y abundantes fibras
colagenas (Figura 3). Esta matriz 6sea, aun no se encuentra mineralizada, la cual
va a madurar por deposiciones de sales de calcio; Los osteoblastos depositan sobre
las fibras colagenas las sales de hidroaxipatita (fosfato de calcio) que mineralizan el
hueso, otorgandole rigidez. En el tejido 6seo se encuentra gran parte del calcio y
del fosfato del organismo. Cuando las células quedan completamente rodeadas por
la matriz extracelular, reciben el nombre de osteocitos. Por la peculiar forma de los
osteocitos (aspecto araneiforme, forma de arafia) (Figura 3), distintos osteocitos

pueden conectarse entre si gracias a las prolongaciones (8).
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Osteocito Osteoblasto SEtasprogenitors Osteoclasto
(mantiene el (forma la matriz i (reabsorcién
tejido 6seo) 6sea) (célula madre) Ssea)

FIGURA 3. Mediadores celulares en la formacion de tejido dseo. Figura tomada de: Principios de anatomia y
fisiologia.

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

combinada de los osteoclastos y los osteoblastos (8).

célula precursora ——— —
del osteoblasto = g —

osteoblasto

MEC no calcificadg

MEC calcificada

prolongaciones

celulares en
canaliculos

osteocito

8 4
10 um

FIGURA 4 Representacion esquematica del proceso de formacién de tejido éseo. Figura tomada de:
Principios de anatomia y fisiologia.
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Los osteoclastos son células (Figura 3), multinucleadas, formadas por la unién de
monocitos provenientes de la médula 6sea y con un elevado contenido de enzimas
lisosémicas; estas células son de mayor tamafio que los osteoblastos. Los
osteoclastos se encuentran sobre las superficies 0seas ya se de manera aislada o
en grupos poco numerosos y cuando un hueso va a ser remodelado (Figura 4), los
osteoclastos liberan minerales,resultando en una transferencia de ion calcio desde
la matriz 6sea a la sangre asi eliminando hueso, este proceso se denomina
resorcion 6sea. El crecimiento de los huesos va a requerir el trabajo de ambas
células mencionadas; cuando se realice la resorcion de algunas partes sera a cargo

de los osteoclastos, y formacién de nueva matriz, por parte de los osteoblastos (8).

Después de una fractura, la periostina expresada en el periostio juega un papel muy
importante en la reparacion del hueso, repitiendo el proceso embrionario original.
La periostina recluta las células osteoprogenitoras dentro del callo 6seo y en los
estadios tempranos de la diferenciaciéon de osteoblastos y formacion ésea. Las
células cartilaginosas se van a diferenciar a partir del periostio. Posteriormente el

cartilago se reemplaza por el trabajo conjunto de osteoclastos y osteoblastos (8).

Las BMU’s (Unidades basicas multicelulares) son la unidad estructural y funcional
del tejido 6seo, estas unidades contienen los elementos necesarios para el
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 que como se dijo
anteriormente estas sirven para remodelar el hueso y luego osteoblastos para
producir nuevo hueso, este proceso es un estereotipo de activacion seguido por la
reabsorcion y finalizando con la formacion (ARF). Las micro fracturas van a dar el
inicio del proceso de apoptosis en algunas células 6seas, principalmente osteocitos,
gue liberan prostaglandinas y citoquinas para que de como resultado la
remodelacion Osea. Finalizado este proceso, empieza a actuar la cascada de la

coagulacion y la cicatrizacion disminuyendo la actividad osteoclastica esto sucede
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debido a que los osteoblastos que estan conectados con los osteocitos por medio
de uniones celulares crean una adhesion de moléculas de esta manera se impiden
la llegada de los osteoclastos al sitio quirdrgico, y también porque las citoquinas
producen el RANKL ligando receptor activador para el factor nuclear kB , y como el
preosteoclasto en sangre tiene los 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 5). 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 6sea (REF CDEF) (8).

Preosleoclaslos
] i Preosteoblastos
‘ Osteoclastos aclivos Células -

mononucleares Osteocitos .
\) \J

Q‘!.! .!0’!’/
Fase reversa ormacion

Linea de comanto

FIGURA 5 Proceso de remodelacion del hueso. Imagen tomada de E. Michael Lewiecki, 2011
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Ingenieria de tejidos

El término "ingenieria de tejidos" se definid en un taller de la National Science
Foundation como "la aplicacion de los principios y métodos de ingenieria y ciencias
de la vida hacia la comprensién fundamental de las relaciones estructura-funcion en
tejidos de mamiferos normales y patologicos y el desarrollo de sustitutos bioldgicos

gue restauran, mantienen o mejoran la funcién del tejido” (9,10).

En otras palabras 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 O6rganos dafiados que reparen,
reemplacen o mejoren la funcion biolégica perdida debido a anomalias congénitas,

lesiones traumaticas, enfermedades o envejecimiento (11,12).

Historia

Un cirujano ortopédico pediatrico en el Hospital de Nifios, W. T. Green, M.D., realiz6
una serie de experimentos a principios de la década de 1970 para generar cartilago
nuevo usando condrocitos sembrados en espiculas de hueso e implantados en
ratones desnudos. Aunque no tuvo éxito, concluyd correctamente que con el
advenimiento de materiales biocompatibles innovadores seria posible generar
nuevo tejido sembrando de células viables en andamios configurados
adecuadamente. Varios afios después, los Dres. Burke y Yannas del Hospital
General de Massachusetts y M.I.T. colabor6é en estudios tanto en el laboratorio
como en humanos para generar un sustituto de la piel disefiado por tejidos utilizando

una matriz de colageno para apoyar el crecimiento de fibroblastos dérmicos (13,14).

Entre las primeras construcciones de piel de ingenieria de tejidos donde el producto
desarrollado por el Dr. Howard Green y sus colegas en Harvard Medical School,
que describieron técnicas para hacer crecer la epidermis, comenzando con una
biopsia de piel extraida de un paciente, transfiriendo laminas de queratinocitos a

pacientes quemados. Mientras que el Dr. Eugene Bell sembro6 geles de colageno
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con fibroblastos, refiriéndose a ellos como geles de colageno contraidos. Todos
estos ejemplos representan semillas de la nueva disciplina ahora conocida como

Ingenieria de tejidos (12-15) .

Andamios en ingenieria de tejidos

Algunas estrategias modernas de ingenieria de tejidos combinan células vivas y
andamios tridimensionales para el desarrollo de sustitutos bioldégicos que puedan
restaurar las funciones tisulares. De manera adicional, se pueden utilizar para

administrar moléculas bioactivas y acelerar el proceso de curacion (18-20) .

La funcion principal de los andamios es proporcionar apoyo anatoémico 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 razén para su
disefio se prefieren materiales porosos, biocompatibles y biodegradables que logren
satisfacer las necesidades requeridas de regeneracion y/o reparacién de tejidos, su
arquitectura y composiciéon deben favorecer las uniones celulares, la proliferacion
y diferenciacion de las células hospedadoras circundantes al area lesionada (18—
21).

Por lo tanto los andamios celulares generalmente sirven al menos para uno de los

siguientes propositos (22):
1. Unién celular y quizas migracion.
2. Retencion y presentacion de factores bioquimicos.

3. Crear un medio ambiente poroso para una difusion adecuada de nutrientes,

productos expresados y desechos.

4. Rigidez mecanica o flexibilidad.
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Ingenieria de tejidos en tejido duro

En los ultimos afios, una nueva era en cirugia reconstructiva ha comenzado con la
aplicacion de ingenieria de tejidos, incluido el uso de células, andamios y factores

de crecimiento para mejorar la curacion y regeneracion osea (23).

Al disefiar una construccién 6sea con estos 3 elementos, puede ser posible la
creacion de un material ideal, que sea facilmente disponible y altamente confiable
de injerto 6seo sin la necesidad de morbilidad del sitio donante y con un bajo riesgo

de infeccién o antigenicidad (23).

Podrian conservarse las sefiales osteogénicas u osteoinductoras, la construccion
podria manipularse facilmente pero permaneciendo estables y se puede mantener

el suministro vascular (23).

Al evaluar un defecto craneofacial complejo, un andamio 3D que puede resistir las
presiones del tejido blando suprayacente son necesarias para reconstruir el tejido
duro que falta. Estos andamios deben mantener espacio o el espacio perdido para
permitir la regeneracién de tejidos; al igual que proporcionar un entorno para unién
celular y posiblemente proliferacion, diferenciacion, o ambas; y soportar la carga
funcional que soporta el crecimiento 6seo. Este andamio debe ser degradado,
metabolizado o excretado facilmente, y ser rentable cuando se procesa para
adaptarse a los defectos complejos. El andamio también debe proporcionar una
interfaz con los receptores celulares y matriz extracelulares para facilitar la
interaccion funcional que permite que ocurran funciones celulares normales. Hasta
la fecha, acido poli-L-lactico (PLLA) y El acido poli-L-glicélico (PLGA) son andamios
sintéticos de uso comun en ingenieria de tejidos 6seos porque son biolégicamente
inertes y seguros de usar en humanos.Los estudios in vivo en animales han
demostrado que la capacidad de estos andamios para regenerar hueso en defectos
de tamarnio critico o no critico cuando se incorporan con factores recombinantes de
crecimiento. Muchos otros andamios sintéticos y naturales se han utilizado con éxito

para la reparacion y regeneracion
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0sea, incluyendo PLGA / polietilenglicol (PEG), fosfato de calcio, colageno, alginato,

seda, policaprolactona, poli (fumarato de propileno), y otros (23).

Ademas del uso de andamios sintéticos o naturales, se pueden alterar sus
propiedades superficiales, incluida la textura, rugosidad, hidrofobicidad, carga y
composicién quimica, para mejorar la interaccion con las células para mejorar la

sefalizacion, la diferenciacién y la funcién celular (23).

Materiales de sustitucion 6sea

Un sustituto 6seo ideal debe de cumplir con cuatro requisitos indispensables:

e Osteoconduccion: esta es la capacidad del biomaterial de apoyar el
crecimiento 6seo en su superficie, en otras palabras sirve como un andamio
para el crecimiento de hueso nuevo que se perpetda por el hueso nativo
(24,25).

e Osteointegracion: esta es la capacidad del sustituto de unirse quimicamente
al hueso sin que se forme una capa intermedia de tejido fibroso y logre ser
un mismo ente (24,25) .

e Osteoinduccidn: es la capacidad de inducir la diferenciacion de células madre
adultas no diferenciadas hacia osteoblastos (24,25) .

e Osteogénesis: esta es la formacion de nuevo hueso por parte de osteoblastos

presentes en la matriz del biomaterial (24,25) .

Dependiendo del origen podemos clasificar los injertos 6seos como: autoinjerto,
aloinjerto, xenoinjerto y los sustitutos 6seos sintéticos (26).

Autoinjerto

A este se le considera el sustituto 6seo estandar, cumple con todos los requisitos
mencionados. Este es un tejido u 6rgano que sera separado de su origen y luego
es colocado en otro lugar (lugar del defecto) del mismo organismo. El componente
celular de los injertos autdogenos de hueso esponjoso consta de las células que

sobreviven al trasplante, pocos osteoblastos maduros y un nimero mas alto de
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células precursoras (25,27). El potencial osteogénico del injerto 6seo autdogeno se
deriva de estas células precursoras. Sin embargo, este sufre las siguientes
limitaciones: aumenta el tiempo del procedimiento quirdrgico, hay limitaciones en la
cantidad y la forma del injerto, este aumenta el riesgo de la morbilidad relacionada
con la pérdida de sangre, puede existir complicaciones de la reparacion del sitio
quirurgico, posible pérdida sensorial local y dolor cronico (28). En estudios se han
demostrado que el dolor en el &rea donante duré mas de tres meses en hasta 15%
de los pacientes dénde la fuente del injerto 6seo fue la cresta iliaca; esto puede
relacionarse con la extension de la diseccion necesaria para obtener el injerto
(26,28).

Aloinjerto

Este es el trasplante de un tejido u 6rgano de diferentes individuos pero de la misma
especie. Estos son una alternativa a los autoinjertos, cumplen con las propiedades
de osteointegracién, osteoconduccién y osteoinduccion pero no cumplen con la
propiedad de osteogénesis debido a la carencia de células vivas. La actividad
osteoinductora del aloinjerto es limitada a su uso en forma desmineralizada o
granulada. La gran ventaja de los aloinjertos es que proporcionan un sustituto 6seo
sin limitaciones de cantidad y no hay riesgo de morbilidad. El uso de los aloinjertos
estd muy indicado para tratar defectos 6seos grandes que requieren soporte
estructural y cuando la cantidad del autoinjerto es insuficiente. Algunas de las
complicaciones que existen con los aloinjertos es el riesgo de fractura (alrededor
del 19%), el fracaso en lograr la unién con el huésped y la infeccién. Existe un mayor
riesgo de infeccion bacteriana cuando se emplean cantidades masivas de aloinjerto
(26,29).

Xenoinjerto

El xenoinjerto es el sustituto 6seo proveniente de una especie diferente del receptor.
Como por ejemplo los mas comunes utilizados en esta forma son el hueso bovino

desengrasado y desnaturalizado o el colageno de origen bovino en diferentes
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presentaciones (polvo, esponja, malla y fieltro). Los sustitos éseos artificiales
cumplen con las propiedades de osteointegracion y osteoconduccion. El Bio-oss
(Geistlich Biomaterials) es posiblemente el biomaterial mas estudiado como
sustituto 6éseo en los ultimos afios. El Bio-oss es un xenoinjerto 6seo de origen
bovino que presenta una area superficial interna de 79,7 m2 /g. Durante su proceso
de fabricacion se elimina la matriz orgénica sin alterar los microtineles existentes
entre los cristales de apatita, resultando en una matriz mineral remanente con
cristales de aproximadamente 100 micras de didmetro que presenta propiedades

guimicas, morfoldgicas y ultraestructurales muy similares al hueso humano (26,30).

Tipos de andamios

Diversos materiales sintéticos y naturales, biodegradables y no biodegradables han
sido utilizados en la fabricacion de andamios 6seos obtenidos a través de diferentes
métodologias (31). Los materiales sintéticos tienen diversas ventajas sobre los
materiales naturales en términos de mayor fuerza mecanica, biocompatibilidad,
degradabilidad, efectividad y costos (32—34). Ejemplos de ellos son las ceramicas,

los polimeros y los compositos (35).

Andamios Poliméricos

Los andamios de polimeros sintéticos consisten en materiales hechos a partir de
poliésteres alifaticos tales como poli (&cido lactico) (PLA), poli (acido glicélico) (PGA)
y poli (caprolactona) (PCL), y sus copolimeros (36—-39). Son biocompatibles,
biodegradables, y se pueden sintetizar facilmente en diferentes formas. Otro

ejemplos incluyen el poli (metacrilato de metilo), el poli (e- vcbxli sulfona) (40,41).

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

extracelulares que se pueden clasificar 3 grupos: 1) proteinas (colageno, gelatina,
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fibrindgeno, elastina, queratina, seda, etc.); 2) polisacaridos (glicosaminoglicanos,

celulosa, amilosa, dextrano, quitina, etc.); y 3) polinucle6tidos (ADN, ARN) (42—44).

Se ha reportado que los andamios basados en matriz extracelular (MEC) tienen
muchas similitudes al tejido original (44—46). 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 O6seo se usa
directamente). A diferencia de los andamios autdgenos basados en MEC, los
injertos aldgenos y xendgenos 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 aplicacion 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,
estdn limitados debido al riesgo de transmision de enfermedades e

inmunogenicidad (47-49) .

La disponibilidad es el principal problema con los andamios basados en MEC
alégenos. Si bien los andamios xendgenos son abundantes, estan limitados debido
a la transferencia o mutacién de ADN (50,51). 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 polimeros naturales
han mostrado una gran biocompatibilidad y biodegradacion controlada; las pobres
propiedades mecéanicas son la principal desventajas cuando se utilizan como
andamios 6seos (52,53). 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 inmunogeénicas y la transmision de patdgenos debido al contenido

impuro en biopolimeros naturales (31).
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Ceramicas

El tejido 6seo esté constituido aproximadamente un 70% de hidroxiapatita (HA) y
30% de colageno (54). 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 (55). Entre
las ceramicas reportadas la HA CalO(P0O4)6(OH)2 (CPC) ha sido ampliamente
utilizada como un sustituto 6seo desde hace aproximadamente 80 afios ya que es
biocompatible, osteoconductor , similar a las porciones inorganicas del tejido éseo
y dental. Ademas, es mecanicamente resistente y bioactivo, no es antigénico,

carcinogénico ni toxico (56,57).

Sin embargo, la HA que se ha utilizado clinicamente no es biodegradable y
permanece en el sitio de implantacion durante largos periodos, lo que limita la
regeneracion Osea. 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 biosorcion (58,59). Es por esto,
gue los materiales nano-estructurados con baja cristalinidad se muestran como
alternativas potenciales a los injertos cuando son producidas con materiales no
sinterizados a baja temperaturas y pueden asi, imitar a la apatita biologica (60,61).
Se han reportado modificaciones quimicas exitosas de la HA mediante la sustitucion
de grupos fosfato (PO) y/o hidroxilo (OH) con carbonato (CO) con la finalidad de
disminuir la cristalinidad y aumentar la solubilidad, que favorezca una rapida

bioabsorcién y regeneracion 6sea (62).

Por otro lado, aunque la resistencia mecanica de la ceramica es superior en
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) (63).
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Compositos

Los andamios construidos de dos 0 mas materiales diferentes (Compositos), tienen
la capacidad de combinar las ventajas de los materiales que son constituidos
(materiales metalicos, ceramicos y polimeros) y mejorar asi las biopropiedades
andamio y de degradacién (64). Algunos ejemplos de estos, son los compuestos de
polimero/ceramica que demuestran excelentes propiedades mecanicas Yy
osteoconductividad (65,66). También se han estudiado compositos a partir de
bioceramicas, como la CP, la HA y la TCP con poli (acido L-lactico) (PLLA),
colageno, gelatina y quitosano, como materiales de apoyo en estudios de reparacion
Osea con similares resultados. Se ha demostrado que compositos de polietileno de
alta densidad (HDPE) y Poli (4cido I-lactida-co-glicolida) (PLGA) con HA mimetizan
algunas propiedades Oseas, tales como mineralizacion y diferenciacion celular (67—
71).

Multiples trabajos han revelado que para mejorar la biocompatibilidad en
aplicaciones ortopédicas es necesario recubrir los vidrios, metales, ceramicas
inorganicas y polimeros organicos (como PLGA, PS, PP y silicona), coladgenos y
fibras de seda utilizando fosfato de calcio, (72). En otros estudios se demostr6 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 (73).

Las aleaciones de Fe han mostrado una degradacién in vitro mas rapida en
comparacion con la forma pura (74,75). La fabricacién de estructuras porosas a
partir de metales biodegradables afecta las propiedades mecénicas y de
degradacion del composito, la regeneracion celular y el transporte del producto de
degradacion en la estructura. En diversas investigaciones, utilizando animales de
experimentacion, Se ha observado que los andamios metalicos con rejilla de
Carbono y depoésitos de tantalo (Ta) presentan una alta biocompatibilidad. Se
propone que sus redes trabeculares permiten un crecimiento 6seo apropiado y una

alta estabilidad. También se ha demostrado que la incorporacion de cobalto (Co) en
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andamios de bioglass mesoporosos induce hipoxia que aumenta la proliferacion,
diferenciacion y expresion de genes relacionados con los huesos derivados de la

médula 6sea (76—-82).

Grafeno

El éxito de la ingenieria del tejido 6seo depende entonces en gran medida de la
funcionalidad del andamio. ldentificacion de nuevos materiales con propiedades
como las ya antes mencionadas es crucial para la eficiencia del proceso de
regeneracion de tejidos. Un material funcional que posee tales caracteristicas es el
grafeno, hoy en dia conocemos al grafeno para ser utilizado en ingenieria de tejidos
el cual se define como una fina lamina plana de atomos de carbono con hibridacion
sp2 en dos dimensiones (2D), formando una estructura similar a un panel de abeja.
El grafeno es el nombre dado a una sola capa de atomos de carbono empaquetado
densamente en una estructura de anillo de benceno, y se usa ampliamente para
describir las propiedades de muchos materiales basados en carbono, incluyendo

grafito, fulerenos grandes, nanotubos, entre otros (Figura 6) (83—85).

FIGURA 6 Grafeno es la unidad basica elemental en 2Dpara construir todos los materiales grafiticos de las
demas dimensiones. Fulerenos, nanotubos, grafito tridimensional. Imagen tomada de la revista fundacion para
el conocimiento Madrid.
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El grafeno es una de las formas alotropicas del carbono, como lo son también el
grafito y el diamante (86,87). Su conductividad eléctrica y la movilidad de carga
superan a los polimeros méas conductores por varias 6rdenes de magnitud (88)
haciendo del grafeno un material revolucionario para dispositivos electrénicos como
baterias, semiconductores, sensores electroquimicos, entre otras aplicaciones. Al
ser facilmente funcionalizado, el grafeno también se ha utilizado ampliamente en
aplicaciones biomédicas (Figura 7) (biosensores, nanotransportadores para la
administracion de farmacos y genes, dispositivos para imagenes de células y

fototerapia para el cancer, etc.) (88—-92).

Ingenieria de tejidos

Senales de crecimiento
Proliferacion

Tejido nervioso

Tejido cardiaco

P T—. Andamios de
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Células madre | Tejido dérmico

FIGURA 7. Aplicaciones biomédicas del grafeno. Imagen tomada de; Geetha Bai, R. Et al., Graphene: A
versatile platform for nanotheranostics and tissue engineering Progress in Materials Science, 2018.
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Los derivados de Grafeno pueden clasificarse en base a su nimero de capas (por
ejemplo, grafeno mono o multicapa) o por su modificacién quimica, como el éxido
de grafeno (GO) o GO reducido (rGO) (Figura 8). EI GO es una forma de grafeno
altamente oxidado obtenida a partir de la oxidacion del grafito. Este compuesto
anfifilico permite la funcionalizacién 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 liberacién farmacos y

genes, modificacion de sustratos etc (12,48,88,91).
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FIGURA 8. Esquema de la obtencion y estructura de las diferentes formas del grafeno a partir de grafito; 6xido
de grafeno; rGo: 6xido de grafeno reducido; CVD: chemical vapor deposition (por sus siglas en inglés). .
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, el rGO es la forma reducida del GO que se obtiene mediante la
eliminacién de los grupos que contienen oxigeno con la recuperacién de una
estructura conjugada parecida al grafito (47,88). El grafeno en diferentes formas se
puede obtener utilizando diferentes enfoques, los cuales incluyen exfoliacion

mecanica y/o quimica de grafito. EIl método mecénico, también conocido como
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"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 (85).

En la exfoliacion quimica, el grafito se oxida utilizando acidos fuertes como el acido
sulfarico o nitrico. El procedimiento inserta 4tomos de oxigeno entre las hojas
individuales del grafeno 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 fisiologicos, y diversos solventes organicos (93).

Otros métodos para la obtencion de grafeno incluyen el crecimiento epitaxial y la
deposicion quimica de vapor (CVD). La deposicién quimica de vapor es un versétil
y escalable método para la produccion a gran escala y alta calidad del grafeno que
puede transferirse a diversos sustratos (72).

En un proceso tipico de CVD, un sustrato de cobre o niquel se coloca en una camara
de reaccion (generalmente un tubo de cuarzo) donde se bombean los gases
precursores (CH4 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 las
células cultivadas para promover la proliferacion celular y mejorar sus funciones.
Los diversos métodos para producir grafeno dan como resultado materiales con

diferente nimero de capas y/o grupos quimicos (94-97).

Estas diferencias estructurales se reflejan en cambios de las bandas de electrones,
en los espectros de Raman, que permiten la identificacién y caracterizacion precisa
de los derivados, mediante el analisis de tres picos: G, 2D y D (Figura 11). Las
bandas G y 2D son las mas destacadas en las muestras de grafeno: la banda G
(~1587 cm-1) surge del estiramiento del enlace C-C en materiales grafiticos

mientras que la banda D (~1340 cm-1) solo se activa si hay trastorno o defectos
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presentes. La banda 2D (2500-2800 cm-1) esta presente en todos los tipos de

materiales de carbono sp2 y se utiliza para determinar el nimero de capas de

grafeno (98).
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FIGURA 9.Espectro Raman de pristine grafeno (espectro superior) y sus derivados: Oxido de grafeno (GrO) y
Oxido de grafeno reducido (rGrO) (espectro inferior). Imagen tomada de la revista American Physical Society.

Caracteristicas generales y propiedades del grafeno

Este es un material que tiene propiedades muy interesantes que lo convierten en un

material extremadamente versatil con una infinidad de aplicaciones en numerosos

ambitos y sectores. 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 (99) .

e El grafeno puede ser clasificado en tres tipos: monocapa, bicapa y en rangos

de — 10 capas. Al poder obtenerse capas con un atomo de espesor

(monocapas) , esto hace que no tenga defectos estructurales haciendo

gue sea mas resistente que otros materiales.
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Se le considera un material impermeable. Este permite el paso del agua pero
a la vez es totalmente impermeable, que no deja pasar ninguna substancia,
como por ejemplo el helio, debido a su gran densidad y que tiene unos poros
nanomeétricos.

Tiene una gran conductividad térmica.

Tiene una dureza exepcional, se han realizado experimentos mediante un
microscopio de fuerza atbmica para comprobar su resistencia mecanica,
llegando a la conclusion de que tiene una resistencia a la rotura mucho
mayor que la de los aceros (200 veces mayor).

Es muy flexible, debido a que presenta defectos en su red, pudiendo estirarse
éste mucho mas que otros metales, en torno al 10% de su tamafio normal sin
qgue pierda su forma inicial. Con estos mismos experimentos se obtuvo el
mddulo de Young cuyo valor es 0.5 TPa, mas del doble que el de los acero,
pero es menor que el del diamante, por el cual hace que estas
propiedades mecanicas sea un material de especial interés en el campo de
la nanotecnologia ya que pueden soportar presiones elevadas sin sufrir
una gran deformacion.

Es muy ligero; una ldmina de un metro cuadrado pesa tan solo 0’77 mg. Se
estima que pesa doscientas veces menos que el acero (con la misma
superficie) (99,100) .

Aplicaciones Biomédicas del Grafeno

Dai y cols. Fueron los primeros en estudiar las aplicaciones biomédicas del grafeno

mediante el uso de 6xido de grafeno como vehiculo farmacolégico para eliminar las

células cancerosas de forma selectiva. Seguido de este estudio, se ha creado un

gran interés de investigacion para usar el grafeno en muchas diferentes

aplicaciones, como la exploracion de nanomateriales basados en grafeno para

aplicaciones de ingenieria de tejidos, imagenes moleculares y administracion de

farmacos / genes. Existen muchas interacciones biolégicas, como la captacion
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Celular y la citotoxicidad, que dependen en gran medida del tamafio de los
nanomateriales. Ademas de esto, la forma y la superficie de estos hanomateriales
también contribuyen a sus aplicaciones biomédicas especificas (84,101).

Andamios para 6rganos de bioingenieria

La ingenieria de tejidos es un &rea de investigacion muy desafiante y altamente
deseable para mejorar el bienestar de la humanidad. Muchos andamios
tridimensionales para Organos de bioingenieria han sido estudiados por su
idoneidad para el crecimiento de tejidos, por ejemplo, hanomateriales de carbono
(nanotubos, nano-diamante y fullereno). La biocompatibilidad es un tema muy
importante para un material que se utilizara en aplicaciones biomédicas, ya que
inicia el cultivo celular. En los implantes metalicos utilizados comercialmente, sus
modulos elasticos son muchas veces mas altos que los tejidos; Esto hace que el
hueso no se cargue lo suficiente y, finalmente, puede dificultar el crecimiento
(84,101).

Por la caracteristica natural de la superficie plana de grafeno, ademas de las
muchas otras propiedades mecéanicas, también se puede aprovechar para
aplicaciones como el refuerzo estructural de peliculas biocompatibles y andamios
para 6rganos de bioingenieria. Con respecto a sus estudios de cultivo celular, se ha
logrado una mejora del potencial osteogénico utilizando superficies recubiertas de
grafeno para la diferenciacion de células madre mesenquimales humanas (hMSC)
y preosteoblastos en osteoblastos. Los estudios de cultivo celular de laminas de
oxido de grafeno también son prometedores como el material de implante
adecuado. Aunque se han realizado estudios sobre el grafeno para la ingenieria de
tejidos, faltan estudios sobre problemas de impacto en la salud, asi como el
mecanismo de interaccion real de estos materiales con diferentes células. Para
abordar estos, los estudios deben estar mas enfocados y se deben optimizar las

diferentes aplicaciones biomédicas (84,101).
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JUSTIFICACION

Los defectos en el hueso alveolar es una de las principales complicaciones post-
intervensionales en el tratamiento de lesiones traumaticas, enfermedades
peridontales y/o condiciones o patologias relacionadas. La pérdida permanente de
los dientes ocasiona en los maxilares una atrofia progresiva que en los casos mas
avanzados puede dificultar notablemente la insercion de los implantes y posterior
rehabilitacion prostoddncica. En los casos mas severos es necesaria la realizacion
de técnicas quirurgicas avanzadas que eviten las estructuras nobles maxilares como

son el seno maxilar y el nervio dentario inferior.

En la mandibula, el aumento de las areas atroficas a menudo supone un
prerrequisito para obtener el volumen idoneo de hueso para la colocacidén de
implantes en una posicién guiada protésicamente y asi lograr estabilidad a largo
plazo, funcion y buenos resultados estéticos. Asi, la rehabilitacion mandibular
supone un reto constante debido a la reduccién de la altura disponible para la

colocacion de implantes dentales.

Una altura de hueso insuficiente obligara a buscar diversas alternativas como la
realizacion de injertos 6seos, el empleo de implantes, procedimientos de distraccion

osteogénica, y/o la regeneracion 6sea guiada.

Especificamente en la especialidad de endodoncia los tratamientos de cirugia apical
gue consiste en realizar una ventana 0sea (en muchas ocasiones esa ventana 0sea
es inexistente por la gravedad de la lesién) para realizar el corte de 3 milimetros
apicales de la raiz son mayormente comun en el sector anterior de la boca y la
necesidad de colocar un injerto 6seo es mayor, por la importancia estética de este
sector, lo cual eleva el valor monetario del tratamiento por lo cual en ocasiones no

se utilizan.
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Las terapias actuales para la regeneracion 0sea consisten en autoinjerto, aloinjerto
y xenoinjerto. El hueso autélogo se considera el material de injerto éseo "estandar
de oro", con las capacidades de osteoconduccion, osteoinduccion y osteogénesis,
sin inmunogenicidad. La utilizacion del autoinjerto esta limitado por el riesgo de
infeccion del donante y el largo tiempo de recuperacion. El aloinjerto, obtenido de
otro individuo, a menudo se considera la siguiente mejor opcion. Pero su uso
presenta riesgos potenciales, como un riesgo dramaticamente mayor de infeccion y
rechazo inmunes. Los materiales de xenoinjerto, como la matriz dsea
desmineralizada digerida con acido y el colageno bovino, se obtienen y fabrican
facilmente, sin embargo tiene débiles capacidades osteoinductoras y su elevado
costo implica elevar el valor monetario del tratamiento endodoéntico (cirugia apical),

por lo que su utilizacién en la préactica clinica es limitado.

Con la finalidad de aliviar la demanda derivada de la escasez de materiales de
autoinjerto y aloinjerto adecuados para aumentar la cicatrizacion 6sea, la ingenieria
de tejidos ha desarrollado una variedad de métodos para la regeneracion de hueso
gue incluyen andamios, recubrimientos y membranas de barrera que permiten la

regeneracion 6sea guiada y aumentar el volumen 6seo en las areas de defectos.

En afos recientes el grafeno ha captado la atencion como un material para mejorar
la regeneracion 6sea. 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 que apoya su introduccion como un material

alternativo para la ingenieria de tejidos en restauracion ésea.

Por 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 éseo, 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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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

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 intervencién clinica, por lo cual en
multiples ocasiones estos no se utilizan. Es por ello que existe la necesidad de
realizar investigaciones enfocadas en la generacién de nuevos materiales que
cumplan con las caracteristicas para su utilizacion clinica y con menor valor

econdmico.

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 de
dos derivados de grafeno, 6xido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno calcio (GOCa),

como andamios celulares para la restauracion 6sea en un modelo animal.
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HIPOTESIS

Hipotesis de trabajo

Los derivados de grafeno, 6xido de grafeno y 6xido de grafeno con calcio injertado
sobre defectos 6seos inducidos en ratones tienen la capacidad de promover el

crecimiento y reconstruccion del hueso en un tiempo menor al grupo control.

Hipdtesis nula

Los derivados de grafeno, éxido de grafeno y éxido de grafeno con calcio injertados
sobre defectos 6seos inducidos en ratones, promueven el crecimiento y
reconstruccion del hueso en los grupos de ratones utilizados, en un tiempo igual

que el grupo control.

Hipodtesis alternativa

Los derivados de grafeno, 6xido de grafeno y 6xido de grafeno con calcio injertado
sobre defectos 6seos inducidos en ratones, tienen la capacidad de promover el

crecimiento y reconstruccion del hueso en un tiempo diferente que el grupo control.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Andlisis histolégico de derivados de grafeno como andamios moleculares para la

restauracion 6sea.

Objetivos especificos

Aplicacion del injerto, GO y GOCa, en el modelo animal de experimentacion
posterior a la ejecucion del defecto 6seo.

Obtener y analizar biopsias de los animales injertados segun corresponda al tiempo

de analisis.

Interpretar y comparar la eficacia del GO y GOCa sobre materiales descritos en la

literatura.
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VARIABLES

Variables independientes

1. Oxido Grafeno y 6xido de grafeno con calcio.
2. Cantidad de ratas.

3. Tiempo de contacto del material con el hueso de la rata.

Variables dependientes

1. Cantidad de regeneracion Osea.

2. Cantidad de reabsorcion de los materiales.
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OPERACION DE VARIABLES

A las muestras obtenidas se les realizard un analisis histologico. Para la obtencion
del analisis histologico las muestras seran tratadas en el procesador de tejidos
modelo SP-120 y se realizara la técnica de tincibn con hematoxilina y eosina

seguido de la observacion al microscopio optico.
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MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

Experimental in vivo.

Universo de estudio.

Oxido de grafeno y 6xido de grafeno con calcio.

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 (estas fueron sintetizados y esterilizados,
mediante UV durante 1 hora previo al experimento), Alcohol, ISODINE®
SOLUCION.

Equipo

Bascula digital con recipiente metaltex Max 5 kg x 1 g Max 11 Lb x ¥2 0z, Rasuradora
Afeitadora Wahl, Pieza De Alta Velocidad Marca Nsk Panamax Led y Unidad dental
portétil, 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 #8 tallo largo y jeringas de 10, 3y 1 ml.
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Animales

Se utilizaron 16 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 4 grupos experimentales perteneciendo 4 a cada grupo: grupo | (4 dias), grupo
Il (16 dias), grupo Il (45 dias), grupo IV (60 dias).

Procedimiento quirargico

Los animales fueron anestesiados con hidrocloruro de xilazina y clorhidrato de
ketamina, en promedio se utilizaron 3ml. Después del afeitado se procedi6 a la
asepsia y antisepsia sobre el craneo; posteriormente se realizé una incision sobre
la linea media de aproximadamente 2 cm, se disecaron 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 de alta velocidad (Pieza
De Alta Velocidad Marca Nsk Panamax Led) colocada en una unidad dental portatil

y con una fresa quirdrgica de tallo largo bola #8.
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Metodologia

Cavidad

Cavidad en el
Rata adulta créneo
A: Control
B: GrO

3 Colocacion del
C: GrO-Ca material en la

cavidad producida

4dias = @1 _ W T
16 dias
45 dias cavidad
Analisis de 60 dias
tejidoy
suero

FIGURA 10 Representacién esquematica de la metodologia para aplicacién 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 el material designado y en el defecto contrario solo
se realizaba la trepanacion para utilizarlo como control. Los defectos 6seos se

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

FIGURA 11 PROCEDIMIENTO QUIRURGICO. A) rata rasurada para su cirugia. B) Incision de 2 cm. C)
Separacion del colgajo y periostio. D) Trepanacion de del craneo de 4 mm en ambos parietales.
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Sacrificio de los animales en experimentacion y obtenciéon de biopsias

Posteriormente de acuerdo a los dias de muestra de cada grupo se sacrificaron las
ratas utilizando una sobredosis de anestesia (PISABENTAL® Pentobarbital sddico)
y se tomé 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 estériles, para evitar derrames y permitir una
buena manipulacién, previamente etiquetados e identificados con el codigo
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.

Andlisis histolégico de las muestras obtenidas

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

e Patrén de Inflamacién

e Grado de inflamacion

e Presencia de Neutroéfilos

e Presencia de Linfocitos

e Presencia de Macroéfagos

e Presencia de Células gigantes multinucleadas (CGM)

e Presencia de angiogénesis

e Presencia de Reaccion fibroblastica
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e Presencia de hemorragia

Las muestras se fijaron para su conservacion en solucién de formaldehido al 10%,
en funcion de su tamafo. Las muestras, una vez fijadas, fueron analizadas
macroscopicamente antes de ser pasadas por un proceso de descalcificacion. En
este paso se realizaron adecuaciones a los tejidos, seleccionando las potenciales
areas representativas para su futura observacion al microscopio de luz. Se
identificaron las capsulas con la referencia alfanumérica del frasco que contenia
cada una de las muestras, a continuacion se procedi6 al tratamiento de
descalcificacion, deshidratacion, imbibicidén e inclusién en parafina de los cortes de

tejido seleccionados.

Las muestras fueron sometidas a un proceso de descalcificacion siguiendo la ruta

a continuacion:

1. Primera solucion (formalina, acido férmico 8%, metanol 1%)

a. Relacion de volumenes solucion-muestra 20:1.

b. Tiempo de las muestras en la solucién descalcificadora: 24 hrs.
2. Segunda solucion (acido hidroclorhidrico, EDTA y agua)

a. Relacion de volumenes solucion-muestra 10:1.

b. Tiempo de las muestras en la solucion descalcificadora: 24 hrs.
3. Lavado con abundante agua y detergente.

A continuacion, cada muestra fue seccionada longitudinalmente, partiendo de la
referencia anatomica del defecto 6seo y del material empleado sobre el defecto

quirdrgico. Se realizaron cortes paralelos al corte primario en todas las muestras.

Posteriormente se deshidrataron cuidadosamente con alcohol y xilol. El alcohol se

elimino por tratamiento con productos intermedios solubles en alcohol y parafina.
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El proceso de deshidratacién e imbibicion en parafina de las muestras se realiz6 de

manera automética con ayuda del procesador centrifugo de tejidos modelo Thermo

Scientific™ STP 120 siguiendo la secuencia:

TABLA 1. Protocolo del procesamiento en parafina de las muestras de tejido 6seo en el proceso de tejido

modelo so-120

Velocidad de
agitacion

Vaso Reactivo Tiempo de | Rpom. |Valor en el

N inmersion programa

horas:minutos

1 Formol 01:00 60 1

2 Formol 01:00 60 1

3 Alcohol 60% 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 01:00 70 2

10 Xylol 01:00 60 1

11 parafina 1:00 60 1

12 parafina 1:00 60 1
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Al final del proceso anterior, se procedio a la inclusion de las muestras en bloques
de parafina mediante el uso del inclusor de tejidos. Una vez configurados los
blogues de parafina se esper6 a que la parafina solidificara para poder realizar los

cortes para el microscopio.

Con un microtomo de rotacién manual, tipo Minot, se realizaron cortes de los
bloques que contenian las muestras de parafina. Los cortes hechos de las muestras
en parafina fueron seriados, con un espesor promedio de 5um; de la platina de corte
se transportaron a la tina de flotacion para ser montados sobre portaobjetos,

previamente identificados con el cédigo alfanumérico de la capsula correspondiente.

Cada portaobjetos, ahora con el corte montado, se trasladé a un secador de

laminillas, donde la temperatura superaba los 49° C.

Posteriormente fueron sumergidas en xilol para eliminar el exceso de parafina que
la exposicion al calor no logro retirar. Concluido este proceso se llevaron al tren
tincion.

Todas las muestras procesadas fueron tefiidas con la tincidn de rutina alcohol-acida

de hematoxilina y eosina (HyE). Una vez tefiidos los cortes, se colocé resina sobre

el tejido para finalmente montar sobre éste un portaobjetos del No. 1.

Concluidos estos pasos, y seca la resina, se procedié a la observacién con
microscopia de luz con técnica de campo claro, empleando un microscopio éptico
triocular modelo Primo Star de la marca Zeiss, objetivos Plan-ACHROMAT de 4x,
10x y 40x.
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Inmuno histoquimica

La inmunohistoquimica es un procedimiento que tiene como objetivo detectar,
amplificar y hacer visible un antigeno especifico, que generalmente es una proteina.
Esta técnica permite identificar la localizacion de una sustancia especifica a nivel
tisular o celular. Se basa en la utilizacion de anticuerpos que se unen
especificamente a una sustancia que se quiere identificar (antigeno primario) (102).
En otras palabras la Inmunohistoquimica es toda técnica que permite detectar in situ
componentes celulares y extracelulares (antigenos) por medio de anticuerpos
especificos (de ahi "inmuno"), empleando para ello sistemas de deteccion

enzimaticos (por eso “histoquimica") (103).

La inmunohistoquimica tiene su antecedente en el desarrollo de la
inmunofluorescencia Esta técnica tiene mas de 70 afios de historia pero su uso en

la patologia quirdrgica, para el estudio de biopsias, se establecié en 1990.

En la actualidad se ha logrado la automatizacion del método inmunohistoquimico
con anticuerpos mono y/o policlonales de calidad internacional. Esto permite una
determinacibn mas segura y estandarizada, en tiempos optimizados, con la

consecuente mayor rapidez para la obtencién de los resultados. (103).

47



ANALISIS ESTADISTICO

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron procesados utilizando el software GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EE. UU.) y analisis de varianza unidireccional, seguido
de una prueba de Bonferroni. P <0.05 se considera que indica una diferencia

estadisticamente significativa.
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RESULTADQOS

Analisis histolégico de las muestras obtenidas

Se tomaron muestras de tejido de la zona del defecto con la finalidad de buscar la
formacion de nuevo tejido y el analisis celular de la zona vecina al aplicacion del
injerto. Para ello se realizaron cortes histolégicos de las muestras tomadas y
posterior tincion utilizando Eosina/Hematoxilina. Las claves de las muestras fueron

dadas en base al grupo de experimentacion, segun la tabla 3.

TABLA 2. Claves de los cada uno de las ratas de experimentacion, segun el material y los dias del andlisis.

Grupo | No. Rata Material Clave
Oxido de grafeno calcio R1-4-GC
Rata 1 -
Testigo R1-4-C
Oxido de grafeno calcio R2-4-GC
Rata 2 :
Testigo R2-4-C
1 (4 dias) -~
Oxido de grafeno R3-4-GO
Rata 3 .
Testigo R3-4-C
Oxido de grafeno R4-4-GO
Rata 4 -
Testigo R4-4-C
Oxido de grafeno calcio R1-16-GC
Rata 1 .
Testigo R1-16-C
Oxido de grafeno calcio R2-16-GC
Rata 2 .
2 (16 di Testigo R2-16-C
ias p
( ) Oxido de grafeno R3-16-GO
Rata 3 -
Testigo R3-4-C
Oxido de grafeno R4-4-GO
Rata 4 -
Testigo R4-4-C
Oxido de grafeno calcio R1-45-GC
Rata 1 .
Testigo R1-45-C
Oxido de grafeno calcio R2-45-GC
Rata 2 -
3 (45 Testigo R2-45-C
dias) Oxido de grafeno R3-45-GO
Rata 3 -
Testigo R3-45-C
Oxido de grafeno R4-45-GO
Rata 4 .
Testigo R4-45-C
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Oxido de grafeno calcio R1-60-GC
Rata 1 -
Testigo R1-60-C
Oxido de grafeno calcio R2-60-GC
4, (60 Rata 2 9 -
dias) Testigo R2-60-C
Oxido de grafeno R3-60-GO
Rata 3 .
Testigo R3-60-C
Rata 4 Oxido de grafeno R4-60-GO
Testigo R4-60-C

Imagen 1 Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R3-4-GO. A) Se observa la base del hueso en
donde se hizo el defecto, no es hueso neoformado) 20x. B) Se observan multiples células inflamatorias Imagen

40X. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.
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Imagen 2 Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R4-4-C A) se observa en el centro el defecto,
a laizquierda se observa la base del hueso.20X B) se observa una inflamacién aguda, con tejido fibroso, fibrina,
neutréfilos 40X. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.
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Imagen 3. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R1-16-GOCa A) Se observa el hueso normal
alos lados y en el centro el defecto y predomina la presencia del material. B) se observan células inflamatorias
y fibrina. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.
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Imagen 4. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R4-16-GO. A) Se observa el defecto a la
izquierda y a la derecha el hueso normal.20X B) Se observan mdltiples células inflamatorias.40X. Técnica de
tinciéon con hematoxilina y eosina.
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Imagen 5. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R4-16-C. A) Se observa el centro del defecto

20X. B) Se observan células inflamatorias y multiples osteoblastos 40X .C) acercamiento en donde se observa
osteoblastos 40X. Técnica de tincion con hematoxilina y eosina.
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Imagen 6. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R2-45-GOCa. A) Vista panoramica del corte
longitudinal. B) Se observa la presencia del material y alrededor de él células inflamatorias y osteoblastos.40X

C) acercamiento a la presencia de osteoblastos y tejido osteoide.100 X. Técnica de tincién con hematoxilina y
eosina.
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Imagen 7. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R2-45-C. A) Se observa corte longitudinal del
defecto. B) Se observa fibrina por arriba, células inflamatorias, no se observa formacién de hueso 40X. Técnica
de tincién con hematoxilina y eosina.

Imagen 8. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R2-45-GO. A) Vista panoramica del corte, se
observa el hueso normal a los lados (el corte se cerré al momento del procesamiento de las muestras) B) se
observa bastante tejido fibroso alrededor del material. 40X C) magnificacion de la muestra.100X. Técnica de
tincion con hematoxilina y eosina.
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Imagen 9. Micrografia de corte longitudinal del hueso parietal de R4-60-GO. A) Se observa corte longitudinal
de la muestra con la presencia de bastate material 20X. B) magnificacion de la muestra donde se ve el material
fragmentado, signo de que el material si ha sido reabsorbido 40X

Respuesta inmunolégica

Posterior al procesamiento de las muestras se realiz6 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 Tabla 4 y Figura 12-14.

TABLA 3. Resumen de los indicadores relacionados al proceso inflamatorio observadas en la muestras de
tejidos 6seos tefiidas con hematoxilina y eosina.

ID ID Patron de Grado de
observacion muestra Inflamacion inflamacion

6 R14GC Mixta moderado
11 R14C Aguda leve
23 R24GC Aguda moderado
2 R24C Ausente minima
20 R34GO Aguda moderado
29 R34C Aguda moderado
17 R44GO Aguda moderado
12 R44C Aguda leve

5 R116GC Mixta leve

9 R116C Mixta moderado

54



RESULTADOS

25 R216GC Ausente minima
30 R216C Mixta moderado
27 R315GO Mixta moderado
28 R316C Ausente minima
10 R416GO Cronica moderado
14 R416C Aguda moderado
8 R145GC crénica leve
4 R145C crénica leve
24 R245GC crénica leve
22 R245C crénica leve
19 R345GO crénica leve
26 R345C ausente minima
18 R445G0O crénica leve
15 R445C crénica leve
1 R160GC crénica moderado
7 R160C ausente minima
21 R260GO crénica leve
3 R260C crénica minima
31 R460GO crénica moderado
32 R460C ausente minima
13 R460GO crénica moderado
16 R460C ausente minima

Tipo de inflamacién

Grupo 4 dias.

En el grupo control a los 4 dias que se indujo el defecto podemos observar que el
100% hubo inflamacion aguda al igual que el grupo de 6xido de grafeno (GO), y en
el grupo de 6xido de grafeno con calcio (GOCa) se obtuvo un 50% de las muestras

con una inflacion aguda y el otro 50% se encontraba con inflacidbn mixta.
Grupo 16 dias.

En el grupo control a los 16 dias se encontré con un 70% con inflamacion aguda y

un 30% de las muestras con inflamacion mixta, en el grupo GO se encontrd un 50%

55



RESULTADOS

de las muestras con inflamacion crénica y un 50% con inflamacion mixta; en el grupo
GOCa hubo un 50% de inflamacién mixta y un 50% de las muestra se encontraban

ausentes de inflamacion.
Grupo 45 dias.

En el grupo control de 45 dias hubo un 50% de las muestras con una inflamacion
tipo cronica y un 50% de las muestras con ausencia de inflamacion, en las muestras
de GO el 100% de las muestras mostraron una inflamacion cronica al igual que en
el grupo de GOCa.

Grupo 60 dias.

En el grupo control de 60 dias se observé un 100% de las muestras ausencia de
inflamacion, en el grupo GO se pudo observar un 100% de inflamacion crénica al

igual que en el grupo GOCa.
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FIGURA 12 Porcentaje del tipo de inflamacion (inflamacion crénica, aguda, mixta, ausente) tincién con

hematoxicilina y eosina, muestras a los 4, 16, 45, 60 dias.

Grado de inflamacién

Grupo 4 dias.

En el grupo control se observo un 60% de inflamacion leve y un 40% moderado, en

el grupo GO se observo un 100% de grado de inflamacion moderado al igual que el

GOCa.
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Grupo 16 dias.

En el grupo control se observo un 100% de inflamacion tipo moderado al igual que

el GO, en cambio el grupo GOCa se observé un 50% de inflamacion de grado leve

un 50% de inflamacién grado minimo.

Grupo 45 dias.

En el grupo control se observé un porcentaje de grado de inflamacién de un 50%
leve y un 50% minimo, en el grupo GO se observé un 100% de grado de inflamacion
tipo leve al igual que en el grupo GOCa.

Grupo 60 dias.

En el grupo control se observé un 100% de grado de inflamacién minimo, en el
grupo GO se obtuvo un 50% de grado de inflamacion moderado y un 50% grado

leve, en el grupo GOCa se observé un porcentaje del 50% correspondiente a grado
leve y el otro 50% a grado minimo.
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FIGURA 13 Porcentaje del grado de inflamacién (severa, moderado, leve, minimo) tincién con hematoxicilina 'y
eosina, muestras a los 4, 16, 45, 60 dias.

Presencia de células.
Grupo 4 dias.

En el grupo control se observa escasos neutrofilos y escasos macrofagos, en el
grupo GO se observa una poblacion méas variada de células encontrando bajos
neutrofilos y proporcién escasa linfocitos y macréfagos y en el grupo GOCa fue muy
parecido al control observando bajo nivel de neutréfilos y no otras lineas celulares.

Grupo 16 dias.

En el grupo control se observéd neutréfilos, linfocitos y macrofagos en promedio
general de escasas, en el grupo GO se observé mas variacion de lineas celulares
con un promedio escaso de neutréfilos y linfocitos y un promedio bajo de
macrofagos y ceélulas grandes multinucleadas, en el grupo GOCa se observa un

promedio escaso de neutrofilos y macrofagos parecido al grupo control.
Grupo 45 dias.

En el grupo control se encontré un promedio escaso de linfocitos, en el grupo GO
se observé la presencia de una mayor linea celular con un promedio bajo a escaso
de células gigantes multinucleadas, macrofagos, linfocitos y neutrofilos, en el grupo

GOCa se encuentra la misma linea celular de moderado a bajo.
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Grupo 60 dias.

En el grupo control se observo escasa presencia solo de macrofagos, en cambio en

el grupo GO y GOCa se observa una mayor linea celular y a mayor proporcion.
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FIGURA 14. Recuento de las células del linaje inmunoldgico. Células observadas (Tincion con hematoxilina y
eosina) en las muestras de tejido 6seo procesadas a los 4,16, 45, 60, (NO= neutrofilo, LO=linfocitos
MO=macrofagos, CGM= células gigantes multinucleadas, H= hemorragia.)
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La finalidad de la Ingenieria de Tejidos es desarrollar sustitutos biologicos de tejidos
u érganos dafados que reparen, reemplacen o mejoren la funcién bioldgica perdida
debido a anomalias congénitas, lesiones traumaticas, enfermedades o
envejecimiento (10,11) en cuanto a la ingenieria de tejidos O0seo su principal
finalidad es la de mimetizar el proceso natural de la reparacion 6sea mediante la
insercion de células que induzcan la diferenciacion osteoblastica esto es posible
con la utilizacion de matrices tridimensionales biodegradables altamente porosas,
tratadas con moléculas de sefalizacion, que después de ser implantadas sobre el
defecto se espera que induzcan y dirijan el crecimiento del nuevo tejido. Las células
adheridas a la matriz deben proliferar, diferenciarse y organizarse en un tejido
normal, mientras que la matriz, segun el material utilizado, se metaboliza o degrada.
Aungue con esta estrategia se han obtenido buenos resultados, también se
encuentran variaciones, dependiendo de la necesidad; por ejemplo, la inyeccion
directa de células o de moléculas de sefalizacion en el sitio del defecto cuando el

tejido dafiado esta confinado a una pequefia region (104).

En Abril del 2014 Chengde Gao et al. Report6 el uso de grafeno para mejorar las
propiedades mecanicas del vidrio bioactivo nano-58S para la reparacion y
regeneracion Osea; El vidrio bioactivo (58S) ha recibido especial atencién como
andamio del material para su biodegradabilidad, excelente bioactividad y capacidad
de vinculacion de carbono. Reacciona con los fluidos fisioldgicos para formar
enlaces directos con el tejido 6seo en el periodo inicial después de la implantacién
sin toxicidad, inflamacion y respuesta de cuerpo extrafio. La liberacion de los iones
solubles de Si, Ca y P puede activar la expresion génica y estimular la proliferacion
de osteoblastos para la rapida formacién 6sea. Los principales obstaculos del 58S

son la fragilidad intrinseca, la baja tenacidad a la fractura y la resistencia al
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agrietamiento para sostener las cargas transmitidas desde el tejido 0Oseo
circundante, lo que se considera uno de los requisitos de los andamios durante el

periodo de la formacion de hueso nuevo (105).

Durante esta investigacion se report6 el analisis cualitativo y cuantitativo demostro
la incorporacion exitosa de grafeno en el andamio sin dafios estructurales evidentes
y pérdida de peso. La resistencia a la compresion 6ptima y la resistencia a la fractura
alcanzaron 48.65 + 3.19 MPa y 1.94 + 0.10 MPa - M¥%2 con un contenido de grafeno
de 0.5% en peso, indicando mejoras significativas de 105% y 38% respectivamente.
Se encontré que es responsable de la mejora mecénica. Las pruebas simuladas de
fluidos corporales y cultivos celulares indicaron una bioactividad y biocompatibilidad

favorables del andamio compuesto (105).

Por otra parte, mas tarde en el afio 2019 Francilio carvalho Oliveira et al. Evalué la
accion de los compuestos nanotubos de nano-hidroxiapatita nHAp / carbono con
oxidos de grafeno (GNR), denominados nanoribbons de grafeno (nHAp / GNR) para
promover la regeneracion 6sea utilizando un modelo osteoporético. Produjeron y
caracterizaron tres nHAp / GNR diferentes (1, 2 y 3% en peso de GNR) los cuales
se utilizaron en 36 ratas Wistar. Antes de la implantacion, la osteoporosis se indujo
mediante ooforectomia en ratas hembras. Después de 45 dias, se infligié una
fractura de tibia utilizando un taladro de 3,0 mm. Luego, los animales se separaron
en seis grupos de muestra en dos periodos de tiempo diferentes de 21 y 45 dias.
Las lesiones se rellenaron con 3 mg de una de las muestras anteriores y después
de su eutanasia se realizaron analisis histolégicos, bioquimicos y radiograficos
(1086).

Como resultado se obtuvo que tanto la nHAp como la GNR mostraron actividad
osteoconductora. Sin embargo, el nHAp / GNR exhibié actividad regenerativa
proporcional a su concentracion, siguiendo el orden de 3% .2% .1% en peso. Por lo
tanto, todas las nano particulas analizadas promovieron la regeneracién 6sea en

ratas osteoporéticas independientemente del tiempo analizado (106).
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Por lo mencionado podemos resumir que el éxito de la ingenieria del tejido 6seo
depende en gran medida de la funcionalidad del andamio. Identificar nuevos
materiales de andamio con propiedades con buena biocompatibilidad,
biodegradacion controlada no toxica, capacidad para apoyar la diferenciacién
celular, crecimiento, y proliferacion, y una resistencia mecéanica adecuada, es crucial

para la eficiencia del proceso de regeneracion de tejidos.

Con el fin de abordar las deficiencias de los andamios 6seos comunes, nuestro
objetivo fue analizar la capacidad de los derivados de grafeno GO y GOCa de
catalizar la restauracion 0sea 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 evaluacién. Con base en eso, se determinaron
los grupos de 4, 16,45 y 60 dias el tiempo de evaluacion de formacion de hueso y
4mm para el tamafo del defecto. Para el disefio del material se eligio el 6xido de

grafeno (GO) y un derivado que contiene calcio, 6xido de grafeno calcio (GOCa).

Los efectos positivos del 6xido de grafeno para mejorar y acelerar la regeneracion
Osea y la osteointegracidon 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 GO por si solo, es decir, en la mayoria de los estudios esta derivatizado con

ceramicas y/o polimeros.

Es asi como se incluy6 el GO en este estudio, con la finalidad de explorar su efecto
en solitario. Como parte del andlisis se realiz6 también la evalucion del proceso
inflamatorio con el paso del tiempo de las biopsias procesadas, donde se observo
que a los 4 dias posteriores a la colocacion del injerto existia un mayor grado de
inflamacion en los grupos injertados en comparacion el grupo control. Tal resultado
es “aceptable”, ya que el tipo de inflamaciéon observada (fue moderada, el control
presento inflamacién de moderada a leve) es atribuida a la presencia del material,

que por si solo potencializa el proceso inflamatorio, en su calidad de agente externo,
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ajeno al tejido y al ambiente celular (ningin material injertado es inocuo totalmente).
Sin embargo a los 16 dias se pudo observar una mejoria en el grupo GOCa cuando
de comparo con respecto al grupo control y al grupo del GO, indicando que existe
una mayor asimilacion del GOCa o que existe una mayor respuesta de restauracion
del defecto. A los 60 dias los resultados fueron similares, es decir, el grupo GOCa
siguieron la tendencia de mejoria, teniendo menor grado de inflamacion (minimo y
leve), diferente al grupo GO, el cual aun presentaba inflamacion de moderada a
leve. Este resultado sugiere que el material GOCa tiene un mayor grado de
asimilacion que el GO.

Por otra parte, la presencia del linaje de células inmunolégico (linfocitos, neutréfilos,
macréfagos, células gigantes multinucleadas, células cebadas, células plasmaticas,
eosindfilos y hemorragia) fue mayor en los grupos injertados con respecto al grupo
control. Este resultado es de alguna manera esperado, ya que, como lo
mencionamos anteriormente la presencia de un agente extrafio, como lo son los
derivados del grafeno, “despierta” al sistema inmune promoviendo entre otros
mecanismos, la inflamacién y como consecuencia mayor movilizacion de células
implicadas en procesos inmunoldgicos, aunque no en un grado que sugiera o se
sospeche de rechazo de alguno de los materiales. Cabe destacar, que la
movilizacion celular fue menor en el grupo GOCa con respecto al grupo GO, durante
los primeros dias, aumentando gradualmente, hasta llegar resultados similares a los
60 dias. Sin embargo el GOCa, presentd menor grado de hemorragia al inicio,

durante y al final del tiempo de observacion (con respecto al GO).

En resumen observamos que el grupo GO despierta mas rapido el proceso
inflamatorio (ya que desde el dia 16 se puede observar mayor movilizacion celular)
en comparacién al grupo GOCa (donde solo se ve un aumento la poblacion celular
a los 60 dias), a la par de un menor grado de inflamacion, que se puede traducir en

menor dafo a los tejidos circundantes.
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Por otro lado, los resultados histolégicos mostraron una recuperaciéon 6sea similar
entre los defectos injertados utilizando los derivados de grafeno, GO y GOCa con
respecto al grupo control (defecto sin injerto). Sin embargo, notamos, que el hueso
recién formado en los defectos injertados, aumenté desde la periferia hasta el centro
del defecto 6seo, en lugar de solo en la frontera, como se observé en los grupos
controles. Esto indica que la presencia del material, favorece el transito de formacion

0sea, sugiriendo que los derivados poseen propiedades osteoconductoras.

De igual forma, en el grupo de 4 dias (con GOCa) se pudo observar una mayor
respuesta osteoblastica (moderada) en comparacion al grupo control con una

respuesta osteoblastica minima.

Se demostré 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

organizacién de los tejidos era la adecuada.
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RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

El presente estudio fue disefiado para analizar histolégicamente los derivados de
grafeno (GO y GOCa) como andamios moleculares para la restauracion 6sea en
defectos creados quirargicamente en craneo de rata. El hueso recién formado en el
defecto quirdrgico se evalué mediante analisis histolégico visual y un cuestionario
previamente elaborado. Los resultados obtenidos con la colocacion del injerto GO y
GOCa no demostraron una curacion 0sea superior a los grupos controles, sin
embargo podemos concluir que el material sirve como andamio para favorecer el
transito de formacion 6sea (osteoconductor), ya que se encontré tejido 6seo entre
el material injertado en el centro del defecto en comparacion a los grupos controles
que solo se encontraba tejido 6seo en la periferia del defecto.

Durante esta investigacion se demostré la biocompatibilidad de los materiales
analizados era adecuada una vez que la respuesta inflamatoria y la organizacion de
los tejidos eran similares a los grupos controles. Ademas se pudo concluir que el
GOCa tiene una mayor biocompatibilidad en comparacion al GO, ya que este tuvo
una menor respuesta de linea celular por lo que tiene un menor grado de inflamacién
y por lo tanto menor dafio a los tejidos circundantes, ademas se puede concluir que
el material GOCa tiene un mayor grado de asimilacién en comparaciéon al GO ya

gue en el grado de inflamacién se puedo observar una mejoria en el grupo 60 dias.

Se pudo concluir que el material es eliminado gradualmente con el tiempo, sin
embargo aun se pudo observar material en los grupos de 60 dias, por lo que es

necesario muestras a mas tiempo.

Los defectos de control no fueron reparados completamente por el hueso en
ninguno de los 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
tamarfio que no permiten la regeneracion/curacion 0sea espontanea durante la vida

del animal.
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RECOMENDACIONES

RECOMENDACIONES

El presente estudio mostré que el GO y GOCa proporcionaron mejores resultados
para el tratamiento de defectos 0seos en craneos de ratas ya que se observo
formacion de tejido 6seo en relacion a este material, sin embargo se tienen que
realizar mas estudios como determinacion de marcadores nucleares implicados en
el crecimiento celular, marcadores inmunologicos, implicados en proceso
inflamatorio, aumentar el tiempo de estudio hasta tener una formacién completa del
hueso para analizar la calidad del hueso neoformado, utilizar ratas seniles o

enfermas etc
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