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1. INTRODUCCION

Los polimeros biodegradables han aumentado su demanda de uso médico y
odontologico durante las Uultimas décadas. El polimero policaprolactona (e-
Caprolactona), (PCL), es un poliéster que ha sido ampliamente utilizado en el
campo de la ingenieria de tejidos por su disponibilidad, precio y sus propiedades
quimicas, biolégicas, ademés de ser biocompatible y biodegradable; su resistencia
mecanica puede ser ajustada y por lo tanto puede ser utilizado bajo condiciones
mecanicas, fisicas y quimicas sin pérdida significativa de sus propiedades. El
tiempo de degradaciéon de la PCL es bastante largo, se usa principalmente en el
reemplazo de tejidos duros en el cuerpo donde la rehabilitacion también toma un

periodo de tiempo extendido.

El incorporar nanoparticulas de Oxidos metalicos, particularmente O6xido de
magnesio (MgO) le da un plus al mantenedor de espacio por tener propiedades
fisicas como ser radiopaco, y propiedades biolégicas por tener el potencial
antimicrobiano y bacteriostatico, sobre todo al colocarlo después de una
extraccion prematura de molares temporales por caries. Esta funcionalizacién de
los discos de PCL con las nanoparticulas (NPs) de MgO podra ser un buen
mantenedor de espacio intramucoso si se logra la biocompatibilidad por medio de

la viabilidad con las células mesenquimales de médula dsea.



2. MARCO TEORICO

2.1Biomateriales

Cualquier material ya sea de origen natural o sintético que esta disefiado para ser
utilizado en estrecho contacto con sistemas, tejidos y fluidos biolégicos; que tiene
como propdésito médico servir para evaluar, tratar, aumentar, sustituir o reemplazar
cualquier tejido, 6rgano o funcion corporal (1). ElI “National Institute of Health”, de
Estados Unidos, agrega a esta definicion que tales biomateriales deben mejorar o

mantener la calidad de vida de los individuos (2).

2.1.1. Andamio en ingenieria de tejidos

En la ingenieria de tejidos, los andamios sirven principalmente como sustrato para
la formacion de células, fijacion, crecimiento de tejido, asi como un apoyo
estructural inicial (3). En general usa una matriz plastica temporal en forma de
soporte fisico y biologico, que se elabora para el crecimiento de células hasta que
los tejidos estén completamente restaurados. Estas estructuras se han aplicado
para regenerar tejidos 6seos, cartilagos, tendones, piel, cérneas y como vehiculo
para el suministro controlado de farmacos, proteinas y DNA (4).

Las propiedades requeridas para esta aplicacion son la biodegradabilidad,
biocompatibilidad, bioadhesividad, hemocompatibilidad, no toxicidad, capacidad de
estiramiento (compatibilidad con las propiedades mecanicas del tejido donde va a
ser implantado) y la resiliencia (cantidad de carga absorbida después de la

deformacion elastica) (5).

2.1.2 Andamios en Odontologia

Los andamios utilizados para la regeneracion de tejidos periodontales pueden
proporcionar una guia de contacto que permite la migracién oportuna de las
células a los defectos periodontales, seguida de una regeneracion promovida (6).

Para facilitar la migracion celular y el crecimiento de tejidos, varias sefales



bioactivas incluidos los factores de crecimiento (FC) y las citocinas también se han
administrado con los andamios (7).

Los andamios cargados de farmacos eliminan la microbiota patégena e inhiben la
inflamacion periodontal (8). Sin embargo, un periodo prolongado de periodontitis
puede deteriorar el resultado de la Regeneracion Tisular Guiada (RTG) al
deteriorar la capacidad de cicatrizacion de las células del Ligamento Periodontal
(LPD) dificultando la respuesta inmunitaria del huésped o desnaturalizando

gravemente el cemento (CM) (9).

2.1.3. Efecto antimicrobiano de los andamios en injertos periodontales

Los tratamientos periodontales actuales tienen un cierto nivel de riesgo para la
reinfeccidn bacteriana. La funcién antimicrobiana, por lo tanto, ha sido incorporada
a varios andamios disefiados para soportar la regeneracion periodontal, asi como
para minimizar la reinfeccion potencial después del tratamiento periodontal inicial
(10). Una vez expuestas a la cavidad oral, las membranas degradables son
vulnerables a la reinfeccion bacteriana, lo que puede causar una ruptura
estructural en poco tiempo (11).

La plata y el magnesio (Mg) son componentes antimicrobianos que se pueden
afiadir como coadyuvantes en injertos periodontales. Abdelaziz et al reporté que
las nanofibras electrohiladas que contenian nanoparticulas de plata tenian efectos
antibacterianos durante 32 dias (12). Liu et al informaron que la membrana
nanofibrosa conjugada con MgO mostr6 actividades antibacterianas para E. coli y
S. aureus de una manera dependiente de la dosis y mostré una eficacia in vivo
prometedora en la regeneracion periodontal en las ratas (13). Ademas de tales
componentes, varios medicamentos antimicrobianos se han aplicado a andamios
que incluyen tetraciclina, doxiciclina y metronidazol. Shi et al informaron que las
nanofibras electrohiladas conjugadas con metronidazol mejoraron la capacidad

antibacteriana (14).



2.2 Polimeros naturales y sintéticos

Los biomateriales se clasifican de acuerdo con su origen, en naturales y sintéticos,
siendo los naturales los que se extraen a partir de una fuente presente en la
naturaleza y los sintéticos, los que se obtienen por reacciones quimicas, en el

caso de los polimeros a partir de su respectivo monémero (15).

2.2.1. Naturales (Biopolimeros)

Los biomateriales naturales generalmente tienen una excelente afinidad celular y
biocompatibilidad. Son menos téxicos y rara vez causan inflamacion, respuestas o
reacciones inmunitarias. Por lo tanto, han sido ampliamente utilizados como
andamios para la regeneracion de los tejidos periodontales (16).

Estos biopolimeros provienen de seres vivos, ya sean animales, plantas,
microorganismos u hongos, y posteriormente son aislados para su uso. Este tipo
de biomateriales y sus derivados tienen la ventaja de poseer buenas reacciones
inmunes in vivo, funcionalidad y durabilidad (15). Estos polimeros pueden

clasificarse en proteinas, poliésteres naturales y polisacéaridos (17).

2.2.2. Sintéticos (Petroquimicos)

Los polimeros sintéticos son los materiales mas versétiles. Dentro de las
aplicaciones biomédicas se encuentran: lentes de contacto, vehiculos
farmacéuticos, materiales odontolégicos, sustratos para ingenieria de tejidos, entre
otros (15). Las investigaciones se centran en el desarrollo de polimeros sintéticos
biodegradables y/o bioabsorbibles, que puedan descomponerse a medida que
avanza la regeneracion del tejido, como es el caso de los poliacrilatos,
polisiloxanos, poliamidas, policarbonatos, poliésteres, poliuretanos, poliestirenos,
polipéptidos sintéticos, polialquenos y polioles (18). Los polimeros sintéticos del
tipo poliésteres alifaticos, como la polilactida (PLLA), policaprolactona (PCL),
poliglicélido (PGA) y sus copolimeros son los mas usados (19).



Los polimeros sintéticos se han utilizado predominantemente como membrana
degradable de segunda generacion para reemplazar la membrana no reabsorbible
de politetrafluoroetileno (PTFE). Dichos polimeros también se han aplicado para
materiales de andamiaje. Los polimeros a base de poliéster como el acido
polilactico (PLA), el acido poliglicélico (PGA), el &cido polilactico-co-glicolico
(PLGA) y la policaprolactona (PCL) se han utilizado con frecuencia para materiales
de andamiaje periodontal. (6). El subproducto de degradacion del poliéster puede
ser toxico, pero se ha considerado seguro dada la insignificante cantidad de
residuos de particulas que se liberan a un ritmo muy lento (20). Los polimeros
sintéticos tienen una serie de ventajas Unicas como que son altamente ajustables,
y un proceso de fabricacion simple y directo, que permite la produccion en masa
(21). Se han investigado varios andamios poliméricos para la regeneracion
periodontal. Andamios compuestos mediante electrospun/electrohilado de
PLGA/PCL con Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FGF-2) y las células
troncales mesenquimales (CTM) de la médula ésea dieron como resultado una
mejora en la cicatrizacion del tejido periodontal en 6 semanas in vivo en un modelo
de rata (22).

2.3. Policaprolactona (Sintético)

La PCL es semicristalina, lineal y reabsorbible, poliéster alifatico que ha sido
ampliamente utilizado en la ingenieria de tejidos debido a sus extraordinarias
propiedades mecanicas y biocompatibilidad (23). La PCL ofrece,
biodegradabilidad, estabilidad estructural y propiedades mecanicas, pero tiene
baja bioactividad y energia superficial debido a su alta hidrofobicidad (24). La
maxima resistencia a la traccion podria llegar a 785 MPa, médulo de Young a 0,44
GPa, alargamiento a la rotura al 100% (25). Ha sido aprobada por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) Food and Drugs
Administration “Por sus siglas en Ingles” para aplicaciones médicas. Sin embargo,
su desarrollo es limitado debido a sus defectos inherentes, incluida la degradacién
lenta y la cinética de reabsorcion, resultante de su alta hidrofobicidad y

cristalinidad (26). A temperatura ambiente, la PCL es altamente soluble en



cloroformo, diclorometano, tetracloruro de carbono, benceno, tolueno,
ciclohexanona y 2-nitropropano; ligeramente soluble en acetona, 2-butanona,
acetato de etilo, dimetilformamida y acetonitrilo; e insoluble en alcoholes, éter de
petréleo, diétil, éter y agua (27). La PCL posee una propiedad particular como es
ser miscible con muchos otros polimeros como, el policloruro de vinilo,
poliestireno-acrilonitrilo, poliacrilonitrilo butadieno estireno, polibisfenol-A y otros
policarbonatos, nitrocelulosa y butirato de celulosa, ademés es mecanicamente
compatible con el polietileno, polipropileno, caucho natural, poli (acetato de vinilo)
y caucho de polietileno-propileno (28). La PCL se biodegrada dentro de meses a
afios dependiendo del peso molecular, el grado de cristalinidad del polimero y las

condiciones de degradacion (27).

Cuadro 1. Propiedades de la PCL y sus magnitudes (25).

Propiedades Magnitud
Peso molecular promedio 530-630 000 (g/molt)
Densidad (P/g cm™) 1.071-1.200
T° de transicion de vidrio (Tg/1C) (-60) (-65)
T° de Fusion (Tm/1C) 56-65
Temperatura de descomposicion (°C) 350
Viscosidad inherente (Zinh/cm3 g1) 100-130
Viscosidad Intrinseca (Z/cm3 g1) 0.09
Resistencia a la traccion (s/MPa) 4-785
Médulo Young 0.21-.44
Tension de fractura (e/%) 20-1000

2.3.1. Policaprolactona como andamio

Cho et al reporté que se formé una estructura de tejido similar a CM en la

superficie de la dentina humana cuando se incuba con células troncales de LPD
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humano (CTLPD) cultivado espacialmente en andamios PCL, impresos en 3D
impregnado con factor de crecimiento de tejido conectivo (FCTC) y proteina
morfogénica 6sea (PMO-2 y PMO-7) (29), (30).

2.4. Particulas

2.4.1. Definicion Fisica

La particula de un cuerpo se define como la menor porcion de materia de ese
cuerpo que conserva sus propiedades fisicas y quimicas. Pueden ser atomos,
iones, moléculas o pequefios grupos de las anteriores especies quimicas.
También se define como la particula subatémica que constituye la materia, que a

su vez puede ser por una particula elemental o una particula compuesta (31).

Las particulas son los constituyentes elementales de la materia, es decir, son
particulas que no estan constituidas por particulas mas pequefas y tienen una
estructura interna, denominados atomos. El &tomo esta formado por el neutrén, el

electron, el proton, el positrén, el deuteron, el foton, los mesones, etc.

Una particula subatémica se convierte en particula compuesta cuando se forma un
conjunto de particulas elementales, dando como resultado un estado ligado

estable.

2.4.2. Clasificacion de las particulas

e Macroparticulas.
e Microparticulas.
e Nanoparticulas



2.5. Nanoparticulas

El prefijo “Nano” proviene del griego (vdvog), donde significaba “enano”,
incorporado al espafiol como prefijo que entra en la formacion de nombres y
adjetivos con el significado de ‘muy pequefo’, y que en el campo de las
nanociencias representa la mil millonésima parte de un metro, por lo tanto, una
nanoparticula, describe a aquellas particulas que son mas pequefias que 100
nandémetros (32).

2.5.1. Nanomaterial

Cuando nos referimos a “nanomaterial” estamos hablando de materiales con
dimensiones externas o estructuras internas de longitud en el rango de nanémetro
(mil millonésimas parte del metro). Estos materiales normalmente presentan
propiedades y comportamientos diferentes o adicionales comparados con los

mismos materiales fuera de la nanoescala (33).

Se puede definir también como un material natural, secundario o fabricado que
contenga particulas, sueltas o formando un agregado o aglomerado y en el que el
50% o mas de las particulas en la granulometria numérica presente dimensiones

externas en el intervalo de tamafos comprendido entre 1 nm y 100 nm” (34).

Los nanomateriales se pueden clasificar adicionalmente en funcion de su
dimensionalidad (0D-3D), su morfologia (nanoesferas, nanotubos y nanocables)
(Figura 1), por su estado (isométrico, suspension y aglomerados), 0 por su
composiciébn quimica (organica, inorganica), de un solo componente Yy/o
compuestas (35).

Las nanoestructuras de base organica son materiales compatibles con el medio
ambiente (por ejemplo, ferritina, liposomas, micelas y dendrimeros) que, por su
naturaleza, son mas adecuados, para la administracion de farmacos (36). La
categoria de materiales inorganicos se puede diferenciar ain mas en a base de

metal y materiales a base de 6xidos metalicos (37).
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Figura 1. Diferentes estructuras materiales. (a) OD: nanoparticulas de SiO; ; (b) 1D:
nanocables CoO; (c) 2D: nanoldminas de ZnO-NiO ; y (d) 3D: estructura no tejida
PAG6 (65)

2.5.2. Generacion de Nanoestructuras

Fundamentalmente existen dos enfoques diferentes para la generacion controlada
de nanoestructuras y son dos caminos opuestos. Uno de ellos parte de materiales
de mayores dimensiones y los divide utilizando poderosas técnicas de litografia
hasta obtener las particulas del tamafio que se desea, mientras que el otro, toma
atomos y moléculas individuales que se ensamblan para obtener las
nanoparticulas. Estos dos métodos se denominan respectivamente Top-down y

Bottom-up (Figura 2).

2.5.3. Top Down

El método Top-down, como hemos adelantado, parte de un material de mayores
dimensiones y trata de descomponer una sustancia sélida. Esta sustancia soélida
puede subdividirse en molienda seca o hiumeda. En el caso de la molienda seca
una caracteristica importante de las particulas en los procesos de refinado de
granos (eliminacion de las impurezas) es que, su energia superficial aumenta, lo
que hace que la agregacion de particulas también aumente. En el método de

molienda en seco, la sustancia solida es triturada como resultado de un choque,
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una compresion o por friccion, utilizando para ello distintos tipos de molinos tales
como el molino de chorro, de martillos, de corte, de rodillos, de cizallamiento, de
bolas o de tambor. Dado que la condensacion de particulas pequefias también
tiene lugar simultdneamente con la pulverizacion, es dificil obtener tamafios de
particula de menos de 3 pm por refinado de grano. Por su parte el proceso
hamedo emplea un molino cargado con pequefas esferas y se activa mediante un
eje de agitacion de alta velocidad para crear un corte hidraulico mecanico y
favorecer el impacto de las particulas. Esto permite que los solidos se rompan
suspendidos en un liquido (lodo). El proceso humedo es adecuado para prevenir
la condensacion de las nanoparticulas asi formadas y, por lo tanto, es posible

obtener nanoparticulas altamente dispersas (38).

2.5.4. Bottom-Up

El método Bottom-up basicamente utiliza a&tomos o moléculas pequefias como
blogues de construccién para estructuras de varios niveles que realizan diversas
operaciones y es extremadamente prometedor, ya que podria conducir a que no

existan productos de desecho ni materiales no utilizados.

[ Top-down|
)
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Estructura a
Nanoescala

Figura 2. Mecanismos de Top-Down y Bottom-Up (81)

El enfoque ascendente se encuentra divido en dos métodos, uno de fase gaseosa

y otro en fase liquida. Para el primero, el método consiste en una deposicién

10



quimica en fase vapor (CVD) Chemical Vapour Deposition method “Por sus siglas
en ingles” que implica una reaccidén quimica, mientras que el segundo se trata de
un meétodo fisico de deposicion en fase de vapor, el método (PVD) Physical
Vapour Deposition “Por sus siglas en ingles” consistente en la deposicion de las

particulas evaporadas. (38).

2.5.5. Caracterizacion de las Nanoparticulas

Una vez que las nanoparticulas se obtienen mediante Bottom-Up o Top-Down, se
debe especificar el tamafio, la morfologia y la carga superficial deseados.
dependiendo de estos tres parametros, la particula presentara diversas
caracteristicas que seran las que definan su utilizacion. ElI promedio del didmetro
de particula, su distribucién de tamafio y su carga afectan de forma trascendental

a la estabilidad fisica y la distribucion in vivo de las nanoparticulas (39).

2.5.5.1 Tamafio

En general, hay dos métodos basicos para definir el tamafio de particula. El primer
método es inspeccionar las particulas y hacer mediciones reales de sus
dimensiones mediante microscopio electrénico de transmision, microscopio
electronico de escaner, microscopio de fuerza atdmica, entre otros. El segundo
método utiliza la relacion entre el comportamiento de las particulas y su tamafio,
es decir como sus pautas varian dependiendo de las dimensiones que presenten.
Esto a menudo implica una suposicion de tamafio esférico equivalente,
desarrollada mediante una propiedad dependiente del tamafio de la particula y

relaciondndola con una dimension lineal (40).

2.5.5.2 Carga Superficial

La importancia de la naturaleza e intensidad de la carga superficial radica en que
esta determina su interaccion con el entorno biolégico, asi como su interaccién
electrostatica con compuestos bioactivos. La estabilidad coloidal se analiza a
través del potencial zeta de las particulas. Este potencial es una medida indirecta

de la carga superficial que corresponde a la diferencia de potencial entre el plano
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exterior de Helmholtz y la superficie de corte, lo que permite predicciones sobre la
estabilidad de almacenamiento de la dispersion coloidal. Se deben alcanzar altos
valores de potencial zeta, ya sean positivos 0 negativos, para garantizar la
estabilidad y evitar la agregacién de las particulas. La extension de la
hidrofobicidad superficial puede entonces predecirse a partir de los valores del
potencial zeta que, ademas, puede proporcionar informacion sobre la naturaleza
del material (41).

2.5.6 Nanoparticulas metalicas

Las nanoestructuras metélicas nobles suscitan un gran interés en la comunidad
cientifica debido a sus propiedades Unicas, entre las que se encuentran el
potencial antimicrobiano y bacteriostatico, ademas de grandes mejoras en el
campo Optico que tienen como resultado una mayor dispersion y absorcion de la
luz. Como consecuencia, la capacidad de integrar estas nanoparticulas de metal
en sistemas biolégicos ha tenido un gran impacto en los campos de la biologia y la
biomedicina (42). Las particulas metalicas nanométricas son Unicas y pueden
cambiar considerablemente las propiedades fisicas, quimicas y biol6gicas a causa
de su relacion superficie-volumen. Debido a ello, hay que prestar especial atencion
a su caracterizacion gracias a que las propiedades fisicoquimicas de la particula

pueden tener un impacto significativo en su interaccion con tejidos biolégicos (43).

2.5.6.1 Nanoparticulas de Oxidos Metalicos

La clasificacién de materiales inorganicos se puede diferenciar ain mas en a base
de metal y materiales a base de 6xidos metdlicos (44). Los materiales a base de
oxidos metdlicos encuentran aplicaciones en areas, como la mejora de la
radioterapia, la administracion de genes o la ablacion térmica. (45). Son, como su
nombre indica, formados como producto de la reaccion de oxidacion de un

material metalico en presencia de oxigeno (46).
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Los representantes mas importantes del grupo de oxidos metélicos individuales
son el diéxido de silicio. (SiOz2), 6xido férrico (Fe203), 6xido de zinc (ZnO), diéxido

de titanio (TiO2) y 6xido de magnesio (MgO).

2.5.6.2. Oxido de Magnesio (MgO)

Las nanoparticulas de MgO han ganado mucho interés en los ultimos afios debido
a sus atractivas propiedades, que incluyen una gran relacion superficie-volumen,
aislamiento térmico y eléctrico, fuerte capacidad de absorcion de residuos de tinte
y gases toxicos, actividad antimicrobiana, no toxicidad y biocompatibilidad (47).

Es una especie muy estable que tiene muchas aplicaciones, las mas usadas es
como material refractario debido a su gran estabilidad a elevadas temperaturas y
para catalisis ya que contiene sitios basicos que se combinan con su gran area

superficial especifica.

El Oxido de magnesio, también conocido como periclasa, (48) es un material
inorganico con una masa molar de 40,31 g/mol, (49) y una densidad de 3.58 g/cm?
(50). Su férmula empirica es MgO y su red consta de iones Mg?* e iones O2—
unidos por un enlace i6nico en una configuracion de 1s22s2p6 y 1s22s2p6 (Figura
3) (51). lo que significa que los orbitales “d” estan vacios en este caso (52). La
estructura del 6xido de magnesio es del tipo sal de roca (red parametro 4.21 A)
(53). La estructura cristalina del 6xido de magnesio se puede caracterizar
adecuadamente usando difraccion de rayos X (54). La espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FT-IR) también se puede utilizar para la identificacién y
caracterizacion estructural del 6xido de magnesio (55).

Las nanoparticulas de MgO han atraido una atencion considerable debido a sus
multiples efectos en la aceleracion de diferenciacion osteogénica de células
bioldgicas e inhibicion de actividad bacteriana (56). Ademas, ha sido comprobado

esta propiedad con varias bacterias (57).
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Figura 3. Configuracion electrénica de iones magnesio y oxigeno. (73)

2.6. Células troncales

Las células troncales son un grupo especifico de células indiferenciadas que
tienen un potencial proliferativo elevado y presentan dos caracteristicas
fundamentales: Son capaces de autorrenovarse, es decir de formar células
idénticas a las células de origen y tienen la capacidad de generar uno 0 mas tipos

celulares, que desempefian funciones especializadas en el organismo (58).

2.6.1. Clasificacion de las células troncales:

Segun su origen:

e Células troncales embrionarias (CTE)
Son células pluripotenciales, es decir cada una de ellas es capaz de
generar todos los tipos celulares del organismo.

e Células troncales somaticas (CTS)
Son en su mayoria multipotenciales ya que pueden generar una gran

cantidad de tipos celulares dentro de un tejido especifico.
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Estas no representan ningun reto ético ya que muchas veces son obtenidas

de tejidos desechados como la placenta o sangre del cordon umbilical.

2.6.2 Células Troncales de Medula 6sea

Tienen la capacidad de dar origen a diversos tipos celulares, como fibroblastos
medulares o células reticulares, adipocitos, osteoblastos y condrocitos. Estudios in
vivo 0 in vitro han demostrado la plasticidad de estas células, dando origen a
células no hematopoyéticas como miocitos, tenocitos, células nerviosas, entre
otras (59).

2.7 DMEMF-12

DMEM/F-12 es una formulaciébn avanzada de medio Eagle modificado de
Dulbecco/medio basal F-12 de Ham que se puede utilizar en una amplia gama de
lineas celulares para aplicaciones que requieren una suplementacion de suero
reducida o nula. Las lineas celulares cultivadas en DMEM/F12 y suero reducido,
exhiben un crecimiento celular equivalente o superior mientras mantienen la

misma morfologia y funcion celular que en condiciones de suero alto

2.7.1. Aplicaciones del DMEMF-12

» Cultivo de células primarias, troncales y lineas celulares en aplicaciones que
requieren medio reducido o sin suero.

» Optimizacion de transfecciones que requieren condiciones reducidas o libres de
suero.

* Produccion de medio acondicionado en condiciones de suero reducido o sin
suero.

* Medios optimizados para el cultivo y la expansion de multiples organoides 3D y

sistemas de tejidos.
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DMEM/F-12 PLUS es una formulacién patentada que contiene albumina sérica
humana (HSA), lipidos definidos, oligoelementos, productos quimicos y proteinas
esenciales para el crecimiento celular 6ptimo en condiciones de suero reducido. El
medio contiene un alto contenido de glucosa y no contiene L-glutamina ni

penicilina-estreptomicina.

2.8. MTT

El ensayo con MTT se utiliza para medir la actividad metabdlica celular como
indicador de la viabilidad, la proliferacion y la citotoxicidad celulares (Figura 4).

C00000000000

T

0000000
peccocee

Figura 4. Ensayo de MTT a mayor coloracion morada indica la reduccion de una
sal de tetrazolio amarilla, lo que determina la viabilidad celular. Fuente directa

Este ensayo colorimétrico se basa en la reduccion de una sal de tetrazolio amarilla
(bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio o MTT) a cristales de

formazan de color morado por las células metabdlicamente activas (60).

Las células viables contienen enzimas oxidorreductasas dependientes del
NAD(P)H que reducen el MTT a formazan. Los cristales de formazan insolubles se

disuelven utilizando una disolucion de solubilizacién y la disolucion coloreada
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resultante se cuantifica midiendo la absorbancia a 500-600 nanémetros con un
espectrofotometro. Cuanto mas oscura sea la disolucion, mayor sera el numero de

células metabdlicamente activas viables (61).

2.8.1 Aplicaciones del ensayo de MTT

« Cuantificacion del crecimiento y la viabilidad celulares.

« Medicion de la proliferacion celular en respuesta a factores de crecimiento,
citocinas y nutrientes.

« Medicion de la citotoxicidad, algunos ejemplos son la cuantificacion de los
efectos del factor de necrosis tumoral a, b o la muerte celular inducida por
macrofagos y la evaluacion de citotoxicos o inhibidores del crecimiento
como los anticuerpos inhibidores.

« Estudio de la activacion celular (62).

2.9. Difraccion de Rayos X

La Difraccion de rayos X (DRX) se ha utilizado para analizar la composicién de
suelos e identificar minerales, aleaciones, metales, materiales cataliticos,
ferroeléctricos y luminiscentes entre otros. Este tipo de analisis se ha incorporado
al estudio de materiales en el area de nanociencias, debido a que la informacion
que arroja un difractograma ayuda a determinar la estructura cristalina y la
composicién de un material, e incluso, a partir de un difractograma se pueden
calcular los tamafios de grano. El difractograma esta formado por reflexiones
(picos) que corresponden a las distancias de dimensiones nanomeétricas entre

familias de planos de atomos (63).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Son muchos los estudios donde se ha utlizado la policaprolactona y se han
reportado y observado numerosas propiedades benéficas como es la
biocompatibilidad, sin embargo hasta el momento no existe referencia del polimero
PCL en forma de “bulk” dopado con nanoparticulas de 6xido de magnesio en
alguna aplicacion biolégica con propiedades antimicrobianas que se puedan
utilizar como biomaterial o mantenedor de espacio intramucoso; por tal motivo es
importante comenzar con la caracterizacion biolégica de este material compuesto

para conocer y comprender su posible aplicacién en un medio bioldgico.
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4. JUSTIFICACION

En los ultimos afios se han utilizado como sustitutos de injertos 6seos, varios
materiales sintéticos organicos como polimeros y otros materiales inorganicos
como cementos calcicos, 0 compuestos de ambos. El polimero g-policaprolactona
se ha propuesto para imitar la estructura y la textura fibrosa de la colagena en el
tejido 6seo natural. La aplicacion biomédica es de gran utilidad ya que la PCL es
degradada por hidrdlisis de sus vinculos ésteres en condiciones fisiologicas y por
lo tanto ha recibido una gran atenciébn para su uso como un biomaterial
implantable. Es importante la caracterizacion biolégica de un andamio de
policaprolactona funcionalizado o dopado con sistemas de NPs de diferentes
oxidos metalicos (MgO) ya que se puede garantizar una doble funcién, es decir, el
aprovechamiento de sus propiedades microbicidas ya establecidas, ademas de la
radiopacidad pertinente de todos los materiales dentales y de inicio sera de gran
importancia conocer las propiedades fisicas de este biomaterial PCL dopado o
funcionalizado con NPs de MgO, para sugerir algunas aplicaciones biolégicas. Por
lo que introducir este material en una aplicacion odontolégica podria ser viable; tal
es el caso de un material implantable que funcione como mantenedor de espacio

en pacientes pediatricos por pérdida prematura de molares primarios.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar las propiedades biolégicas de un polimero de policaprolactona (PCL)
funcionalizado con la sal de subsalicilato de bismuto (SSB) y nanoparticulas de

oxido de magnesio (MgO).

5.2 Objetivos Especificos

v' Sintetizar nanoparticulas de 6xido de Magnesio (MgO) mediante
mecanosintesis.

v" Determinar quimicamente que las NPs fueron de 6xido de Magnesio (MgO),
mediante la técnica de Difraccion de Rayos X.

v' Dopar/funcionalizar los discos con las NPs de MgO.

v Dopar/funcionalizar los discos con la sal subsalicilato de bismuto (SSB)
como grupo control positivo.

v Determinar la viabilidad celular de los discos funcionalizados con NPs de

MgO con células troncales de médula ésea ATCC.

6. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

Si hay viabilidad celular de un andamio funcionalizado con nanoparticulas de
Oxido de Magnesio (MgO) en un cultivo con células troncales de médula 6sea
ATCC.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Tipo de estudio:
Experimental, longitudinal in vitro.

7.2. Universo de estudio:
90 discos de policaprolactona de 14 mm de didmetro y 2 mm de grosor.

7.3. Periodo de Estudio:
Agosto 2022 a agosto 2023.

7.4. Tamafo de la Muestra:
Discos dopados o funcionalizados

e 30 discos de PCL (grupo control) (n=30)
e 30 discos de PCL funcionalizados con SSB (n=30)
e 30 discos de PCL funcionalizados con NPs de MgO (n=30)

8. CRITERIOS DE PARTICIPACION

8.1. Criterios de Inclusion
e Discos de PLC y PCL funcionalizados con SSBy MgO de 14 mmde ©y 2

mm de grosor.

8.2. Criterios de Exclusiéon

e Discos que no cumplan con las medidas de 14 mm de © y 2 mm de grosor.

8.3. Criterios de Eliminacion

e Discos que al manipularse se fisuren o rompan.
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9. SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE MgO

e Se utilizaron acetato de magnesio (Figura 5) e Hidréxido de Sodio para la
elaboracion de las NPs de MgO (Figura 6).

Figura 5. Mortero de dgata con Acetato de Magnesio Tetrahidratado. Fuente
directa.

Figura 6. Mortero de dgata con hidrdxido de sodio. Fuente directa.
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e Se realizo la mecanosintesis de las NPs hasta obtener una mezcla final y

homogénea de color blanco (Figura 7).

Figura 7. a) Acetato de Magnesio e Hidrdxido de Sodio b) Compuestos después de la
mecanosintesis. Fuente directa.

e Se realizaron ciclos de lavado, durante 7 min cada uno a 3500 RPM (Figura
8).

Figura 8. a) NPs de MgO previo al centrifugado b) Centrifuga Science MED® c) NPs de MgO
después del centrifugado d) NPs de MgO sedimentadas. Fuente directa.
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e Una vez terminado el proceso de lavado se realiz6 la calcinacion en una
mufla (Thermo Scientific®) durante 2 horas a 400°C con la finalidad de que
el magnesio se oxide y el residuo de H20 se evapore (Figura 9).

e Una vez que las NPs pasaron por todos los procesos de purificacion, se

procedio a la realizacion de los discos de PCL funcionalizados.

Figura 9. a) Mufla Thermo Scientific® b) Crisol de porcelana c) NPs después del proceso
de calcinacion. Fuente directa.

24



10. ELABORACION DE DISCOS (ANDAMIOS)
FUNCIONALIZADOS CON NPs DE MgO

Figura 10. a) Perlas de Policaprolactona b) Policaprolactona despolimerizada. Fuente Directa.

e Se humedecio la PCL en agua a ~48°C con la ayuda de la platina de
agitacion (SCILOGEX®).

e Se reblandecio la PCL y se agregaron las NPs de MgO (Figura 10).

e Se colocé la PCL funcionalizada con NPs de MgO en los moldes (Figura
11).

¢ Se eliminaron los excedentes recortando la muestra.
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Figura 11. a) pelicula de PCL. funcionalizado o dopada con NPs de MgO b) Formacion
del disco de Policaprolactona. Fuente directa.

e Posteriormente se utilizd papel de carburo de silicio a diferentes granajes
en un pulidor de alta precision, ubicada en el “Instituto de Investigaciones

en Materiales” en Ciudad Universitaria CDMX (Figura 12).

Figura 12. a) Pulidor de alta precision. b) Diferentes tipos de
discos pulidos. c) Discos ya pulidos. Fuente directa.
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11. CARACTERIZACION BIOLOGICA

11.1. Acondicionamiento del andamio

Se tomaron 5 discos de cada grupo experimental, segiun la NOM ISO
10993-12 y se esterilizaron utilizando 10 ml del Oxido de Etileno durante
24h para 24 y 48 horas y para 3y 7 dias a 37° C en un medio de agitacion
orbital a 10,000 RPM.

Concluido lo anterior, se enjuagaron y se esterilizaron mediante rayos UV
en una camara de flujo laminar (1300 series A2®) 30 minutos de cada lado,
colocando papel aluminio con la finalidad de que los rayos irradiaran todos
los andamios por igual (Figura 13).

Figura 13. Esterilizacion mediante Rayos UV en una campana
de flujo laminar. Fuente directa.

Una vez finalizados los procesos de esterilizacion se colocaron las
muestras en tubos de 50 ml. con 6.6 ml de medio suplementado (DMEMF-
12, 10% de suero bovino fetal, 1% de antibidtico) y se sometieron a un

proceso de agitacion 10,000 rpm durante 24 horas (Figura 14).
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e Posteriormente se extrajo de los recipientes el medio ya condicionado y se

agrego a los pozos de cultivo.

Figura 14. a) Incubadora con agitador orbital. b) Vista por dentro. Fuente directa.

11.2. Cultivo celular

Se colocaron en 3 cajas de 48 pozos cada una (1, 3y 7 dias), con 3.8X103 células
troncales de medula ésea (CT-MO) con cultivo liofilizado del “American Type
Culture Collection” (ATTC, Rockville, MD, USA) (Figura 15).

sees

\ o b Y
\‘

Figura 15. Caja de 48 pozos donde se realizo el cultivo celular.
Fuente directa.
28




11.3. Ensayo de viabilidad celular MTT

El andlisis de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT se realiz6 por la enzima
mitocondrial succinato-deshidrogenasa de células metabdlicamente activas, la
cual transforma al MTT de un compuesto hidrofilico de color amarillo a un

compuesto azul, hidrofébico (formazan).

Las CT-MO del 9no pase, se sembraron en cajas de cultivo de 48 pozos, a una
densidad de 3.8 X 10° células por pozo. Las células fueron crecidas en medio
suplementado DMEMF-12 (Sigma Aldrich®), 24 h para el dia 1 y 48 h para los
dias3y 7.

Al dia 3 se agreg6 el medio condicionado a los pocillos de cultivo que contenian
las CT-MO. Al dia 4 se realiz6 el primer ensayo de MTT (1 dia), donde colocaron
10 pl de MTT (0.5 mg/ml) y se dejaron incubar 4 horas. Se llevo a

espectofotometro para ser analizado a longitud de onda de 570nm.

Al dia 5 se agrego el medio condicionado a las células para el ensayo de 3 dias, al

dia 6 se realizo el segundo ensayo de MTT (3 dias), mismas condiciones.

Para el dia 7 se agregd medio condicionado a las células para el ensayo de 7 dias
y al dia 9 se volvié a hacer el cambio de medio condicionado para el ensayo de 7
dias. Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron tres veces bajo
las mismas condiciones. Para el dia 10 se realiz6 el tercer ensayo de MTT (7

dias), como se muestra en la (figura 16).
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Figura 16. Esquema que representa el extracto del experimento de viabilidad celular
realizado en el Instituto Nacional de Rehabilitacion. Fuente directa
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12. ANALISIS ESTADISTICO

Se realizé la prueba de Shapiro-Wilk para analizar la distribucién de los datos de la
variable absorbancia.

Se realizé la prueba de Levene para la homosedasticidad de los datos. (p<0.05).

Se realiz6 ANOVA de una via para el andlisis de los resultados por cada dia de

proliferacion celular (1, 3 y 7 dias) con Dunnett como su prueba post hoc.

Se realizO ANOVA de 2 vias con los grupos experimentales y tiempo como

factores (niveles) con la prueba post hoc Tukey.

Todos los andlisis estadisticos y las graficas se realizaron con el software
GraphPad Prism 8.0® para el procesamiento de la informacién con un valor de
p<0.05.
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13. RESULTADOS

13.1. Difraccion de Rayos X

El analisis fisico cristalino de las NPs de MgO fue realizado mediante Difraccion de
Rayos X, en dispositivo Rigaku®, el cual es un difractémetro de rayos X de cristal
anico, que incluye un instrumento de rayos X de tubo sellado de microfoco de alto
flujo y bajo mantenimiento con un goniometro kappa de 4 circulos de alta precision
y un detector de rayos X de Conteo de Fotones Hibridos de Rigaku® conocido
como El Hy Pix-Bantam. Se evalio el estado fisico de las nanoparticulas en un
rango 5 a 80° en 20. La radiacion aplicada fue Cu K kappa a 1.541874 A a 25°C.
El patron de difraccion de rayos X de las NPs de MgO mostro picos en los angulos
37.6°, 42.8°, 62.2° y 78.5. correspondientes a (200), (220), (311) y (222) que
corresponden a los picos representativos de la molécula del MgO, obteniendo una
coincidencia de la estructura cristalografica con calidad S, con respecto a la
comparacion con las tarjetas cristalograficas de acuerdo con el Centro
Internacional de Datos de Difraccién (ICDD) International Center for Difraction

Data “Por sus siglas en ingles”.
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13.2. Viabilidad Celular

En el ensayo de viabilidad celular que se realiz6 con células mesenquimales de
médula 0sea, en la grafica 2 se puede observar la comparacion después de 24
horas del sembrado de células donde los grupos experimentales se compararon

con el plato de cultivo y si se encontraron diferencias significativas.

Dia 1

l Plato cultivo
£ 0.8 §PCL

2071 l PCL+SSB
s ] PCL+MgO

Ly RO
0\\} Qo Xg% xéq

©
¢

A
R4

V)
<

* Diferencias estadisticamente significativas P<0.05

Grdfica 2. Medida de la absorbancia y los diferentes grupos
experimentales de 1 dia. Fuente directa.
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Al dia 3 de proliferacion celular se observa en la grafica 3 una diferencia
significativa con respecto al grupo de plato de cultivo, es decir hubo una
disminucion significativa en la cantidad de células cuando comparamos las células

del plato de cultivo con los grupos experimentales.

Dia 3

1.0; .
g 0.9, B Plato cultivo

E 0.8 | | | | B PCL

0 gz B PCL+SSB
g 0.5/ # PCL+MgO
8 0.4
B 0.3

A

O v O O
4 0
KR
&oo QOVQ
¥
%
Diferencias estadisticamente significativas P<0.05

Grdfica 3. Medida de absorbancia y los diferentes grupos experimentales
de 3 dias. Fuente directa.
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El experimento de proliferacion celular al cabo de 7 dias, se observo el mismo

comportamiento con respecto al plato de cultivo, si bien no hubo citotoxicidad, no

hay la misma cantidad de células en el resto de los grupos experimentales con

PCL.

Dia 7
1.0 X .
Eool I 1 T 1 il Plato cultivo
£ o.
o 0.8 B PCL
N~
1 0.71 B PCL+SSB
S 0.6/ c o
S ¢ 51 B PCL+Mg
S04
G 0.3
20.2
< 0.1
0.0
O v L O
SO
o & O
& 7R

Diferencias estadisticamente significativas P<0.05

Grdfica 4. Medida de absorbancia y los diferentes grupos experimentales de 7
dias. Fuente directa.
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Con respecto a la comparacion de todos los dias del experimento, se midi6 la
absorbancia con 2 factores, dias y grupos experimentales y, se observa en la
grafica 5 que la proliferacion de las células mesenquimales de médula Osea

aumenta en el plato de cultivo con el paso del tiempo (dias) (p=0.0053).

1.0 __* .
T 1 B Plato cultivo
0.8 B PCL
B PCL+SSB
%47 N % W PCL+MgO

Absorbancia 570 nm

Diferencias estadisticamente significativas P<0.05

Grdfica 5. Medida de absorbancia a los diferentes dias de cada grupo experimental.
Fuente directa

Interpretacion: Cuando se compara el plato de cultivo si hay una diferencia
estadisticamente significativa entre los dias 1,3 y 7, es decir aumenta la viabilidad
celular. En contraste cuando se compara el grupo PCL sélo presenté diferencias
estadisticamente significativas entre 3 y 7 dias; en el grupo PCL con la sal
Subsalicilato de Bismuto, no hay diferencias estadisticamente significativas entre
los tres tiempos de proliferaciéon celular, y el grupo experimental de PCL con NPs
de MgO solo presenta una diferencia estadisticamente significativa entre 1 y 3

dias y entre 3 y 7 respectivamente.
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14. DISCUSION

En la actualidad existen diferentes técnicas de obtencion de nanoparticulas como
Sol-gel, hidrotermal, spray de pirolisis, coprecipitacion, por microondas,
combustion, mecanosintesis, etc., una de las técnicas mas reportadas es la
mecanosintesis la cual consiste en realizar la molienda de un soélido de gran
escala a menor escala. Algunos autores (64; 65) mencionan en sus articulos sobre
la obtencion de NPs por medio de empresas tales como Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO) Alfa Aesar, (MA, USA), Fisher Scientific (Fair Lawn, NJ). En esta
investigacion se decidio realizar las NPs de MgO con la técnica de mecanosintesis
en el Laboratorio y comprobar por medio de Difraccion de rayos X el patron

cristalografico caracteristico de la International Center Difraction Data (ICDD).

Balakrishnan (66) en su estudio sintetiz6 NPs de MgO mediante la técnica de
combustion con la finalidad de producir un gran volumen de gas para prevenir la
aglomeracion de las NPs, utilizaron Nitrato de Magnesio como oxidante y urea
como combustible obteniendo de esta manera un polvo blanco que trituraron en un
mortero de 4gata y posteriormente realizaron la prueba de difraccién de rayos X;
para comprobar la pureza de las NPs. En esta investigacion al realizar la

trituracion y los lavados aunado a la calcinacion se obtuvo el tamafio deseado.

Rojas (67) y Wahab (68) ambos en sus articulos realizaron nanoparticulas de MgO
utilizando la técnica de sol -gel y les realizaron difraccion de rayos X comprobando
la pureza de su muestra y Rojas lo realiz6 para poderlas fijarlas en sus celdas
solares y asi conservar el potencial eléctrico. En este trabajo se realizaron las NPs
de MgO con la técnica de mecanosintesis, seguido del andlisis con el Difractor de
Rayos X para corroborar la cristalinidad de la molécula y poder dopar/funcionalizar
los discos de PCL, por lo tanto, cuando se elaboren NPs por diferentes técnicas

sera necesario siempre realizar el difractograma pertinente.
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Dongxu Ke (65) en su investigacion utilizd NPs de MgO, ZnO, SrO (Sigma Aldrich
St. Louis, MO, USA) para funcionalizar sus andamios de fosfato tricalcico en
nanofibras obteniendo excelentes resultados biolégicos aplicados a la
osteointegracién en su experimento in vivo. En esta investigacion se elaboraron
NPs de MgO por mecanosintesis para funcionalizar discos de PCL en forma de
bulk resaltando sus propiedades antimicrobianas, para poder ser utilizado en un
futuro proximo como un mantenedor de espacio intramucoso en donde hubo una
pérdida prematura de molares primarios por caries que Unicamente evite la

mesializacion de los molares permanentes.

Vitale (69) En su estudio elaboré6 andamios vitrocerdmicos bioactivos
funcionalizados con NPs de MgO, los cuales se destacaron por su confiabilidad,
bajo costo y por su capacidad de adoptar formas complejas, resultando ser un
excelente sustituto de hueso. En esta investigacion se utilizé la PCL por ser un
polimero de facil manipulacion, biodegradable y con las NPs de MgO con
propiedades antibacterianas que mantendra el espacio para la erupcién de dientes

permanentes.

Otras propiedades de gran interés son la viabilidad celular y control
antimicrobiano, propiedades que se tienen en conjunto al funcionalizar la PCL con
NPs de MgO. Nicknam (70) en su estudio elabor6 andamios de PCL mediante la
técnica de electrospinning utilizando cloroformo como disolvente, dopados con
NPs de MgO y GO, aplicados a la regeneracion de tejido éseo donde obtuvo un
efecto antimicrobiano relevante con células troncales mesenquimales de tejido
adiposo. En este trabajo se elaboraron andamios de PCL utilizando acetona como
disolvente funcionalizados con NPs de MgO en forma de disco “bulk” por las
propiedades antimicrobianas del MgO utilizando células mesenquimales de

meédula ésea, obteniendo biocompatibilidad y la ausencia de agentes bacterianos
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Wenzao Peng (71) en su estudio de PCL con gelatina y NPs de MgO demostro
una alta actividad antibacteriana mediante una evaluacion cuantitativa de colonias
bacterianas con E. coli y con células troncales del ligamento periodontal
demostrando que si funciona como terapia de regeneracion periodontal. En este
estudio los andamios de PCL funcionalizados con NPs de MgO fueron sometidos
a un ensayo de viabilidad celular con MTT utilizando cultivos de CT-MO, donde si
bien no hubo proliferacion celular cuando se compara con el plato de cultivo,
tampoco hubo crecimiento de microrganismos o levaduras patdgenas durante el

experimento.

Fielding (64) en su articulo, menciona sobre los efectos de los fosfatos tricalcicos
dopados con SiO, SrO, MgO y ZnO realiz6 estudios de proliferaciébn celular
mediante con células humanas preosteoblasticas y el ensayo con MTT obtuvo
como resultados una mayor proliferacibn en muestras que contenian ZnO y MgO
comparado con fosfato tricalcico puro. En contraste con esta investigacion en los
resultados obtenidos a 1, 3 y 7 dias no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos experimentales de PCL y PCL con NPs de MgO y
SSB respectivamente, ademas en sus resultados Fielding no compara el plato de
cultivo con el porcentaje celular, y en este trabajo al compararlo no se observa una

proliferacion de mas del 50% pero tampoco la muerte celular.

Niknam (72) en su investigaciéon midio el potencial de diferenciacién osteogénica
con células troncales mesenquimales derivadas de tejido adiposo, sobre andamios
de PCL (nanofibras) con NPs de MgO y evalud la viabilidad celular utilizando MTT
con una densidad de 1X10* células por pozo a 1, 4 y 7 dias, midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 570 nm, demostrando que la incorporacién
de NPs de MgO si favorece la viabilidad celular. En esta investigacion se
implemento el ensayo MTT para determinar la viabilidad celular a una densidad de
3.8X103 células por pozo a 1, 3 y 7 dias y también se midi6 la absorbancia a una

longitud de onda de 570 nm, se demostré que no hubo viabilidad celular lo que es
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conveniente ya que no se requiere la integracion del andamio a los tejidos
adyacentes sino Unicamente, la preservacion del espacio en el hueso alveolar

para promover la correcta erupcion de los dientes permanentes.
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15. CONCLUSIONES

Se obtuvieron las nanoparticulas de MgO mediante la técnica de mecanosintesis.

En los difractogramas de MgO si se obtuvieron los patrones cristalograficos

correspondientes con las tarjetas de la ICDD®.

Se funcionalizaron/doparon los discos de PCL con NPs de MgO a una

concentracion de 0.04g al igual que la sal de subsalicilato de bismuto.

En la prueba de viabilidad celular no hubo citotoxicidad, sin embargo, cuando se
comparan los grupos experimentales las 24 horas con el plato de cultivo si hubo

una disminucion en la cantidad de células con una absorbancia de 570 nm.

Cuando se comparan los resultados de viabilidad a 3 y 7 dias también hubo
diferencias estadisticamente significativas con respecto al crecimiento celular con

el plato de cultivo.

No existe una citotoxicidad, ni tampoco contaminacion del medio, sin embargo, no

hubo un aumento en la proliferacién celulara 1, 3y 7 dias.

La PCL funcionalizada con NPs de MgO es ideal para el disefio de un mantenedor
de espacio por su plasticidad, su biocompatibilidad en “bulk” y su gran capacidad
de manipulacion, ademas de no ser citotoxico en el medio, incluso sin haber

proliferacion celular con respecto al plato de cultivo.
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