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Resumen

Introduccion: La incorporacién de compuestos bioactivos en materiales
odontoldgicos requiere evaluar su biocompatibilidad celular. En este
estudio se modificd una cera de prescripcion ortoddncica incorporando
acido ascorbico (vitamina C), se evaluaron sus efectos citotoxicos sobre
tibroblastos gingivales humanos de origen mesenquimal (hGFs) en cultivo in
vitro. Materiales y métodos: Se prepar6 una mezcla con vitamina C, obtenida
a partir de tabletas efervescentes trituradas con cera ortodontica, utilizando
dimetilsulféxido (DMSO) como solvente para lograr su disoluciéon. Los
hGFs se cultivaron y se expusieron a diferentes diluciones de la solucién
madre de cera-vitamina C (0-1 g/mL). La viabilidad celular se determiné
mediante un ensayo de MTT. Resultados: La concentraciéon mds alta de
acido ascorbico evaluada indujo una muerte total de los fibroblastos. Con
concentraciones intermedias y bajas, las células sobrevivieron y mostraron
morfologia normal, lo que indica una disminucién de citotoxicidad al
reducir la dosis. La concentracion considerada 6ptima, con efecto citotoxico
minimo fue de aproximadamente 0,0078 g/mL, enla cual se observo el mayor
nimero de células viables. Conclusiones: La cera ortodontica enriquecida
con vitamina C no present6 efectos citotoxicos de forma dosis-dependiente
y la concentracién segura se determiné a < 0,0078 g/mL. Estos hallazgos
sugieren la posibilidad de incorporar la vitamina C en dosis adecuadas a
biomateriales ortoddnticos para aprovechar sus propiedades terapéuticas.
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Abstract

Introduction: The incorporation of bioactive compounds into dental
materials requires thorough evaluation of their cellular biocompatibility. In
this study, an orthodontic prescription wax was modified by incorporating
ascorbic acid (vitamin C), and its cytotoxic effects on human mesenchymal
gingival fibroblasts (hGFs) were assessed in vitro. Materials and Methods:
A mixture containing vitamin C was prepared from crushed effervescent
tablets combined with orthodontic wax, using dimethyl sulfoxide (DMSO)
as a solvent to achieve dissolution. hGFs were cultured and exposed
to different dilutions of the waxvitamin C stock solution (0-1 g/mL).
Cell viability was determined using the MTT assay. Results: The highest
concentration of ascorbic acid tested resulted in complete cell death. At
intermediate and low concentrations, cells survived and exhibited normal
morphology, indicating a reduction in cytotoxicity with decreasing doses.
The concentration considered optimal, with minimal cytotoxic effect, was
approximately 0.0078 g/mL, at which the highest number of viable cells was
observed. Conclusions: Orthodontic wax enriched with vitamin C did not
exhibit dose dependent cytotoxic effects, and the safe concentration was
determined to be < 0.0078 g/mL. These findings suggest the possibility of
incorporating vitamin C at appropriate doses into orthodontic biomaterials

to take advantage of its therapeutic properties.

Relevancia clinica

Este estudio y sus hallazgos sugieren que,
en niveles adecuados, la vitamina C podria
conferir ala cerabeneficios duales de proteccion
mecanica, y apoyo a la cicatrizacién, aunque
sera necesario confirmar su seguridad y eficacia
mediante estudios adicionales in vivo y ensayos

clinicos.

2 Efectos citotoxicos de una cera ortodontica modificada con dcido ascorbico ...

Introduccion

El acido ascdrbico, o vitamina C, es un
micronutriente esencial para el organismo
humano debido a su participacion en multiples
procesos bioldgicos, entre ellos la sintesis
de colageno, el crecimiento y la reparacion
de tejidos, asi como la modulacién de la

respuesta inmunitaria. Esta dltima funcién se
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refleja en la acumulacién activa de vitamina
C por parte de neutrofilos y linfocitos, lo que
evidencia su relevancia en los mecanismos
de defensa. Ademas, la deficiencia de este
compuesto se asocia con enfermedades como
el escorbuto (Guo, D., 2024). La vitamina C
actia principalmente como antioxidante, al
neutralizarespeciesreactivas de oxigeno,aunque
en determinadas condicionestambién puede
presentar un efecto prooxidante. En términos
de seguridad, la Organizaciéon Mundial de la
Salud recomienda una ingesta diaria de entre
75 y 90 mg en adultos, estableciendo una dosis
maxima tolerable de 2000 mg al dia mediante
suplementos. Incluso la administracion de
dosis orales unicas muy elevadas, en el rango
de 5 a 10 g, suele producir unicamente efectos
adversos leves, como diarrea transitoria, lo que
respalda su amplio margen de seguridad. Sin
embargo, cuando se aplica directamente sobre
cultivoscelulares, la respuesta bioldgicapuede
diferir de la observada en el organismo
(Ruzijevaite, G., 2024).

Ademas de sus funciones antioxidantes, la
vitamina C posee efectos antimicrobianos e

inmunomoduladores.
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Se ha observado que este acido puede generar
estrés oxidativo en patégenos bacterianos
microambiente

y modular el quimico;

en consecuencia, tiene potentes efectos
antibacterianos atribuibles en parte a su bajo
pH. Incluso es capaz de inhibir el crecimiento
de bacterias como Staphylococcus aureus y
Streptococcus spp en condiciones de pH neutro
(Mousavi et al., 2019). Estas propiedades
sugieren que la vitamina C podria ser
beneficiosa para la salud bucal, al contribuir

a la eliminaciéon de microbios y mejorar la

cicatrizacion de tejidos gingivales dafiados.

El uso de cera ortoddntica es comun para aliviar
la irritacién causada por aparatologia fija de
ortodoncia en la mucosa oral. Dado el rol de la
vitamina C en la proliferacion y migracion de
células mesenquimales defibroblastos gingivales
humanos (hGFs) (Carr & Maggini, 2017) y
en promover una mejor cicatrizacion, surge
la idea de incorporarla en la cera ortoddntica
para promover la regeneracion tisular. Sin
embargo, antes de proponer su uso clinico, es
fundamental evaluar la biocompatibilidad de

esta cera modificada.

Juan Morales, Yareth Gutiérrez, Rogelio Scougall, Roberto Ruiz & René Garcia 3



Revista Odontoldgica Stomarium
Vol. 3, No. 3, Afio. 3 | Enero - diciembre 2026
https://doi.org/10.62407/vdt7w033

En particular, se debe determinar sila liberacion
de acido ascérbico (vitamina C) desde la cera
puede ejercer efectos citotoxicos sobrelas células
del tejido gingival. Actualmente, se conoce
que la toxicidad de la vitamina C depende de
la dosis. En concentraciones elevadas, puede
inducir muerte celular por mecanismos
prooxidantes (incluso se emplean megadosis de
vitamina C para inducir citotoxicidad en células
cancerosas) (Hadi et al., 2021). No obstante, en
concentraciones fisioldgicas el acido ascorbico
actua principalmente como antioxidante y
cofactor con efectos benéficos para las células.

El objetivo de la investigacion fue el de evaluar
in vitro los efectos citotoxicos de una cera de uso

ortodontico incorporada con acido ascérbico

sobre fibroblastos gingivales humanos (hGFs).

Se hipotetizd que existe un umbral de
concentracion de vitamina C incorporada
en la cera por debajo del cual no se observan
efectos citotdxicos significativos en las células
gingivales, determinando asi una dosis segura

para potenciales aplicaciones clinicas.
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Materiales y métodos
Disefio de estudio
Se llevo a cabo un estudio experimental in vitro
con el objetivo de evaluar la citotoxicidad de
una cera modificada en funcion de la dosis de

vitamina C.
Preparacion de la cera modificada

Se utilizd cera de ortodoncia comercial como
base (Orthodontic, Gum, Schaumburg, IL,
EUA) y Acido ascérbico (Redoxon, Bayer,
Lerma, México). Primero se tritur6 una tableta
efervescente de vitamina C hasta obtener un
polvo fino, para posteriormente mezclarlo con
la cera empleando dimetilsulféxido (DMSO)
como solvente, dado que la vitamina C es

soluble en este compuesto.

La mezcla cera-vitamina C o sin vitamina C se
calenté a 60° C durante 20 min y se mantuvo
en agitacion constante hasta obtener una
mezcla homogénea del 4cido ascorbico en
la cera. Después, se prepar6 una solucion
madre con una concentracion final de 1 g/mL.
Durante el proceso de disolucién no se observo

efervescencia del polvo en el DMSO, lo que

) Stomarium
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indica ausencia de la reaccion de efervescencia
tipica de la tableta al tener contacto con agua. La
solucién resultante se mantuvo a temperatura

ambiente hasta su utilizacion.

Cultivo celular

Se utilizaron células mesenquimales de
tibroblastos gingivaleshumanos (hGFs) aislados
a partir de tejido gingival (células conectivas
de encia) cultivados en condiciones estandar
de laboratorio. Las células se mantuvieron
en medio de cultivo MEM suplementado
con 10% de suero fetal bovino estéril, 1% de
antibidtico y 1% de glutamina, incubados a 37°
C con 5% de CO, y 95% de humedad relativa.
Se emplearon células correspondientes a los
pasajes 11 al 13 con el fin de estandarizar las
condiciones de proliferacion celular. En la fase
experimental, los hGFs confluentes fueron
desprendidos mediante la accidon de tripsina al
0.25% preparada en solucion buffer de fosfato
(PBS), con el fin de lograr su disociacion.
La suspension celular obtenida se cuantifico
empleando un hemocitéometro, registrandose

una densidad aproximada de 1.9x10° células/

mL.

FACULTAD
ODONTOLOGIA

UA™

Posteriormente, las células fueron cultivadas
en placas de cultivo de 96 pozos. Las células se
incubaron durante 48 horas para permitir su

adhesion y proliferacion.

Efecto dosis respuesta de la ceravitamina C

Para evaluar el efecto dosis-respuesta, la
soluciéon madre de cera-vitamina C y sin
vitamina C fue anadida a los pocillos con
fibroblastos en concentraciones decrecientes.
En la placa de 96 pocillos se destinaron tres filas
(triplicado) para la serie serie de diluciones 1:2.
En el primer pocillo de cada fila se aplicaron
200 pL de la solucién madre (concentracion
100% = 0,1 g/mL de acido ascdrbico). En los
pocillos posteriores se realizaron diluciones
seriadas al 50% (sucesivas 1:2). La dultima
columna de la placa se emple6 como grupo
control. De este modo, las concentraciones de
acido ascdrbico analizadas variaron desde 0.1
g/mL en la condicion inicial hasta 0.001 g/mL.
Las células se incubaron durante 24 horas. Se
colocé DMSO solo en cultivo celular como
control interno experimental para el ajuste de

la viabilidad celular.
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Luego del periodo de exposicion, cada pocillo fue
examinado bajo microscopio dptico para observar
la morfologia celular y la posible presencia de
material precipitado. Se registr6 cualitativamente
el estado de los fibroblastos (por ejemplo, células
adherentes con morfologia fusiforme normal vs.

células redondeadas o lisadas indicativas de dafio).

También se notd la presencia de cristales o
particulas de vitamina La figura 1 muestra los
promedios de viabilidad celular de las diferentes
concentraciones. C no disueltas en los pocillos
correspondientes a las concentraciones mas
altas. totalidad de las células se encontraban
lisadas o ausentes, lo que indica un efecto

citotéxico completo.

Ensayo de viabilidad celular

Para cuantificar la viabilidad metabolica de
células vivas después de los tratamientos,
se realizd un ensayo colorimétrico de MTT
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio). Se  retir6 el medio que

contenia la solucion cera-vitamina C, se

lavaron suavemente las células con PBS, se
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FACULTAD
ODONTOLOGIA

UA™

anadio a cada pocillo una solucién de MTT (0,2
mg/mL) y se incub¢ a 37 °C durante 4-5 horas.
El reactivo de MTT es reducido por enzimas
mitocondriales activas en células viables, dando
lugar a la formacién de cristales insolubles de

formazan de tonalidad purpura.

Tras el periodo de incubacion, la solucion

de MTT fue retirada y se anadieron
aproximadamente 100 pL de DMSO en
cada pozo con el fin de disolver los cristales
generados, obteniéndose una soluciéon morada

cuya intensidad es directamente proporcional

al numero de células viables.

Posteriormente, la placa se agité suavemente
y se dejo en reposo durante 10 minutos para
garantizar la disoluciéon completa. Finalmente,
se midi6 la absorbancia de cada muestra
a una longitud de onda de 570 nm en un
espectrofotometro de microplacas. Los valores
de absorbancia se convirtieron a porcentajes
de viabilidad relativa, considerando el grupo
control (células sin exposicion a cera-vitamina

C) como 100% de viabilidad.
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Andlisis de datos

Se calcularon las medias y desviaciones estandar
de la absorbancia para cada dosis. Se identifico
la concentracidon citotéxica (>50% de efecto
control (p<0,05, prueba ANOVA post-hoc de
Tukey). Los experimentos se realizaron por
triplicado de tres experiementos independientes

dando como resultado una n=9.
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Resultados

La respuesta de los hGFs vari6 segun la
concentracion de acido ascorbico liberado de la
cera ortoddntica. En los pocillos tratados con la
concentracion mas elevada de acido ascérbico
(0.1 g/mL), no se evidenci6 la presencia de
células viables tras 24 horas de exposicion. La
totalidad de las células se encontraban lisadas
o ausentes, lo que indica un efecto citotoxico
completo. En la siguiente figura (fig.1) muestra
los promedios de viabilidad celular de las

diferentes concentraciones.

Figura 1. Efecto dosis-respuesta de la combinacion cera—dcido ascérbico sobre hGFs tras 24 h de

exposicion. La viabilidad celular mostré un incremento de hormesis 30% mds a una concentracion

0.0078 g/mL. F=121.6124, *p=0.0284. Cera = 99+3.1%, DMSO = 98.7+2.75%.
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Se identificé una concentracion especifica de
0.0078 g/mL (7.8 mg/mL) que muestra un
evidente efecto de hormesis que incrementd
significativamente el 30% del numero de células
viables (p<0.05) comparable al del control, esta
dosis se consider6 como la dosis terapéutica

favorable.

Discusion

En este estudio se investigd la biocompatibilidad
de una cera ortodontica enriquecida con
vitamina C, evaluando su efecto sobre hGFs. Los
principaleshallazgosindican quelacitotoxicidad
de la cera adicionada con vitamina C depende
de la concentracién de acido ascdrbico liberada.
Las concentraciones altas provocan muerte
celular, mientras que existe un rango de dosis
bajas a moderadas que son bien toleradas por
las células e incluso podrian beneficiarlas. Se
identificé que a una concentracién por debajo
de 0,0078 g/mL los fibroblastos mantienen
una viabilidad equiparable a la de condiciones
control, definiendo asi un umbral de seguridad
para la incorporacién de vitamina C en la cera
sin efectos adversos detectables.

El patrén observado en los hGFs, con aumento

N\
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de viabilidad en dosis bajas (~30 % a 0.0078
g/mL) seguido de dafio en concentraciones
mayores, coincide con respuestas horméticas
descritas para el acido ascorbico en diversas
lineas celulares (Carr & Maggini, 2017). Por
ejemplo, Cho et al. (2018) evidenciaron que
niveles bajos de acido ascdrbico promueven
proliferaciéon celular en lineas con baja
expresion de SVCT-2, mientras dosis altas
inducen citotoxicidad mediante generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS). Ademas,
en modelos de fibroblastos y epitelio cutaneo,
dosis fisioldgicas de vitamina C han mostrado
favorecer la migraciéon y proliferacion
celular,asi como mejorar la sintesis de colageno

y la reparacion de la matriz extracelular (Pullar,

Carr & Vissers, 2017).

Estos hallazgos apoyan que la concentracién
de 0.0078 g/mL en nuestro estudio podria
representar una ventana terapéutica en que
predominan efectosregenerativossobrelosdafnos
celulares, lo que tiene implicaciones relevantes
para la regeneracion de tejidos bucales y para
intervenciones clinicas que busquen minimizar

dafo oxidativo y favorecer reparacion.

) Stomarium
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En contraste, se ha reportado que a
concentraciones elevadas la vitamina C puede
inducir estrés oxidativo y comprometer la
viabilidad celular. Hadi et al. (2021) senalan
que dosis muy altas de acido ascdrbico
pueden comportarse como pro-oxidantes,
promoviendo la generaciéon de ROS capaces
de desencadenar apoptosis o necrosis. En
el presente experimento, la concentracidon
maxima evaluada (0.1 g/mL) probablemente
produjo un descenso del pH local y/o un efecto
osmdtico adverso en el medio de cultivo, lo que

explicaria la eliminacién de aproximadamente

el 90% del total de las células observada.

En este sentido, investigaciones futuras podrian
enfocarse en refinar la formulacién, ya sea
mediante la reduccién de la proporcion de
solvente o la implementacion de sistemas de
liberacién controlada de vitamina C, con el
fin de evitar picos locales de concentracion vy,
en consecuencia, disminuir la citotoxicidad

asociada.

Desde una perspectiva clinica, la incorporaciéon

de acido ascorbico a la cera ortoddntica podria

) Stomarium
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aportar ventajas adicionales a la proteccion
mecanica de la mucosa. Por un lado, podria
acelerar la curaciéon de ulceraciones causadas
por los brackets, gracias a la estimulacion de
la sintesis de colageno y la proliferacion de
fibroblastos en el sitio lesionado. Por otro lado,
la vitamina C podria ejercer un potencial efecto
antimicrobiano local. Mousavi et al. (2019)
reportaron que la vitamina C inhibe ciertas
bacterias patdgenas orales, aun en condiciones
de pH neutro, reduciendo potencialmente la
carga bacteriana en las lesiones o ulceraciones.
En el contexto dela ortodoncia, dondela higiene
bucal puede verse dificultada por la presencia
de aparatos, resultaria conveniente disponer de
una cera con propiedades antibacterianas que
contribuyera a prevenir infecciones secundarias

en areas irritadas.

Sin embargo, es importante sefialar que el
presente estudio se enfocod exclusivamente en
la evaluacion de la citotoxicidad sobre células
eucariotas (fibroblastos) y no incluyd el analisis
de la actividad antibacteriana.Existen algunas
limitaciones en nuestro estudio. Primero, el

modelo in vitro simplifica la situacion real: en
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la cavidad oral, la saliva y el flujo crevicular
podrian diluir la vitamina C liberada de la cera,
y las células gingivales estin en un entorno
tridimensional con influencia de otros tipos
celulares y matriz extracelular. Sera necesario
realizar estudios ex vivo o in vivo para confirmar
que la cera con vitamina C es segura en
tejidos orales y para determinar la cinética de
liberacion del acido ascérbico en condiciones
bucales. Finalmente, futuros experimentos
podrian explorar si la presencia de vitamina C
no solo evita la citotoxicidad sino que mejora
activamente la funcién de los fibroblastos,
realizando sintesis de coldgeno o marcadores

de proliferacion celular.

Conclusiones

La cera ortoddntica incorporada con acido
ascorbico demostré ser biocompatible con
fibroblastos  gingivales humanos (hGFs)
cuando la concentracién liberada de vitamina
C se mantuvo por debajo de 0,01 g/mL. La
dosis 6ptima identificada fue de 0,0078 g/mL,
en la cual no se observaron efectos adversos

sobre la viabilidad celular, mientras que

10 Efectos citotoxicos de una cera ortodontica modificada con dcido ascorbico ...
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concentraciones iguales o superiores a 0,05 g/

mL resultaron citotoxicas.
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