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Abreviaturas  

ATP: Adenosín Trifosfato 

AANAT: Arilalquilamina N-acetiltransferasa. 

AR: Alizarina roja. 

BMSCs: Células mesenquimales derivadas de médula ósea (por sus siglas en inglés, Bone 

marrow mesenchymal stem cells). 

BSO: DL-Butionina-sulfoximina. 

CDs: células dendríticas  

CD: Cluster de diferenciación. 

CFU-GM: unidades formadoras de colonias monocitoides y granulocíticas (por sus siglas 

en inglés, Colony forming units-Granulocitic and mielocitic). 

COX: Ciclooxigenasa.  

CTE: Cadena transportadora de electrones. 

DMSO: Dimetil sulfóxido. 

DPMSCs: Células mesenquimales de pulpa dental (por sus siglas en inglés, Dental pulp 

mesenchymal Stem Cells of dental pulp). 

e-: Electrón 

EO: Estrés oxidativo. 

FGF: factor de crecimiento fibroblástico (por sus siglas en inglés, fibroblast growth 

factor) 

FAL: Fosfatasa alcalina. 

FB: Fibroblastos. 

GLUT: Glutamato. 

GM-CSF: Factor estimulante de colonias granulociticas y mielociticas (por sus siglas en 

inglés, granulocyte-macrophage Colony-Stimulating Factor. 

GMSCs: MSCs derivadas de encía (por sus siglas en inglés, Gingival mesenchymal stem 

cells). 

GSH: Glutatión reducido 
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GSSG: Glutatión oxidado. 

H2O2: Peróxido de hidrógeno. 

HIOMT: Hidroxindol-O-metiltransferasa. 

IL-1β: Interleuquina 1β. 

IL-2: Interleuquina 2. 

IL-6: Interleuquina 6. 

IL-8: Interleuquina 8. 

IL-10: Interleuquina 10. 

IL-12: Interleuquina 12 

IL-17: Interleuquina 17 

IL-18: Interleuquina 18 

IL- 23: Interleuquina 23 

ISCT: Sociedad internacional para terapia celular (por sus siglas en inglés, International 

society for cellular therapy). 

LB: Linfocito B. 

LP: Ligamento periodontal. 

LT h 1: Linfocito T cooperadores 1 (por sus siglas en inglés, Linfocito T helper 1). 

LT h 17: Linfocito T cooperadores 17 (por sus siglas en inglés, Linfocito T helper 17). 

LT h 2: Linfocito T cooperadores 2 (por sus siglas en inglés, Linfocito T helper 2). 

LT regs: Linfocito T reguladores 

LT: Linfocito T. 

MEL: Melatonina. 

MMPs: Metaloproteinasas de la matriz (Matrix metalloproteinase, por sus siglas en 

inglés) 

MSCs: Células madre mesenquimales (Mesenchymal Stem Cells, por sus siglas en 

inglés). 

MT1: Receptor de melatonina 1 (Melatonin Receptor 1, por sus siglas en inglés) 

MT2: Receptor de melatonina 2 (Melatonin Receptor 2, por sus siglas en inglés) 
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NAD: Nicotinamida Adenina Dinucleótido oxidada 

NADH: Nicotinamida Adenina Dinucleótido reducida  

NFĸB: factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas. 

O -2: Anión superóxido. 

OB: Osteoblasto. 

OC: Osteoclasto. 

OS-: Medio basal o no osteogénico. 

OS+: Medio osteogénico. 

OT: Osteocito. 

PAMP: patrones asociados a patógenos.  

PBS: Buffer fosfato salino (Phosfate saline buffer, por sus siglas en ingles). 

PMN: Neutrófilos polimorfonucleares.  

RANK: Receptor activador del factor nuclear κ B. (por sus siglas en inglés, receptor 

activator for Nuclear Factor κ B) 

RANKL: Ligando de receptor activador para el factor nuclear κ B. (por sus siglas en 

inglés, Receptor activator for Nuclear Factor κ B Ligand) 

ROS: Especies reactivas de oxígeno. (por sus siglas en inglés, Reactive oxigen species). 

SCAP: células mesenquimales de papila apical. (por sus siglas en inglés, Stem cells of 

apical papilla). 

SHED: Células mesenquimales derivadas de dientes primarios. (por sus siglas en ingles, 

Stem cells of human exfoliated decidous teeth). 

TGF β: Factor transformante de crecimiento β. (por sus siglas en ingles, transforming 

growth factor β) 

TNF α: Factor de necrosis tumoral α (por sus siglas en inglés, tumor necrosis factor α). 

TRAP: fosfatasa ácida tartrato resistente (por sus siglas en inglés, tartrate resistent acid 

phosphatase) 
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Resumen  

La melatonina es una hormona secretada principalmente por la glándula pineal, 

cuya función endócrina es la de regular los ritmos circadianos. Sin embargo, se han 

identificado enzimas de biosíntesis de la misma en diversas partes del organismo, como 

en la encía y en las glándulas salivales, donde cumpliría funciones paracrinas de 

protección del ambiente periodontal, debido a sus acciones antioxidantes y 

antiapoptóticas. La melatonina a su vez participa en la diferenciación osteogénica 

mediada por el receptor MT2 en Células Madre Mesenquimales (MSCs). Dichas células 

son una población celular heterogénea residente en el estroma de diversos tejidos. Sus 

propiedades funcionales incluyen la inmunomodulación, la migración, la secreción de 

factores parácrinos, y la capacidad de diferenciar a diversos linajes, entre ellos el 

osteogénico. En patologías como la periodontitis, donde está implicado el aumento de 

estrés oxidativo (EO) y la resorción ósea, las MSCs derivadas de la encía (GMSCs) y la 

melatonina, son relevantes para la implementación de terapias regenerativas. Sin 

embargo, aún se dista de conocer en profundidad sobre la combinación de ambas para 

lograr una regeneración osteogénica. En este trabajo, se propuso profundizar el estudio el 

efecto antioxidante, antiapoptótico y diferenciador de la melatonina sobre un sistema in vitro 

de GMSCs. La melatonina demostró aumentar la diferenciación osteogénica y la 

protección de las GMSCs, en un modelo de daño celular relacionado al estrés oxidativo, 

devolviendo los valores de anión superóxido, de viabilidad y de apoptosis a los niveles 

basales. Más aún, la melatonina fue más efectiva en la protección de GMSCs por la 

producción de células osteogénicas ante el estrés oxidativo. Se aportan evidencias que 

apoyan el uso de una terapia regenerativa novedosa que incluye a esta subpoblación 

madre y a la melatonina.  

PALABRAS CLAVE: Periodontitis (PD), Melatonina, Diferenciación Osteogénica, 

Células Madre Mesenquimales derivadas de tejido gingival (GMSCs) 
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Summary 

Melatonin is a hormone secreted mainly by the pineal gland, whose endocrine 

function is to regulate circadian rhythms. However, biosynthetic enzymes of this hormone 

have been identified in various parts of the body, as in gums and salivary glands, where 

it would perform paracrine functions to protect the periodontal zone due to its antioxidant 

and antiapoptotic action. Melatonin also participates in MT2 receptors mediated by 

osteoblastic differentiation in mesenchymal stem cells. Mesenchymal Stem Cells (MSCs) 

are a heterogeneous cell population residing in the stroma of various tissues. Its functional 

properties include immunomodulation, migration, secretion of paracrine factors, and the 

ability to differentiate between various lineages, including osteogenic. In pathologies 

such as periodontitis, where increased oxidative stress (OS) and bone resorption are 

involved, MSCs derived from gingiva (GMSC) and melatonin are important for the 

implementation of regenerative therapies. However, it is still far from knowing in depth 

about its combination to achieve osteogenic regeneration. In this work, it was proposed 

to study the antioxidant, antiapoptotic and differentiating effect of melatonin on an in 

vitro GMSC system. Melatonin has shown to increase osteogenic differentiation and 

protect GMSCs in a model of cellular damage related to oxidative stress, returning 

superoxide anions, viability, and apoptosis values to baseline levels. Furthermore, 

melatonin was more effective in protecting GMSCs than osteogenic cells against 

oxidative stress. Evidence is provided for the study of a novel regenerative therapy that 

includes mother subpopulation and melatonin. 

 

KEY WORDS: Periodontitis, Melatonin, osteogenic differentiation, gingival 

mesenchymal stem cells (GMSCs)
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Introducción 
La salud periodontal es un delicado equilibrio de su ambiente, que presenta la 

confluencia del estímulo de una flora simbiótica, representada por cocos y bacilos 

aerobios y un infiltrado controlado de neutrófilos polimorfonucleares (PMN) 1. La 

aparición de la periodontitis implica la disrupción de este delicado equilibrio, entre la 

microbiota simbiótica y la respuesta inmune del huésped. Ante un aumento de biomasa 

bacteriana supragingival, se desencadena la gingivitis. Si la lesión avanza, propiciada por 

factores ambientales, genéticos y epigenéticos, puede derivar en una periodontitis. Esta 

es una enfermedad inflamatoria multifactorial, que tiene afectación sistémica.  

En individuos que padecen de diabetes tipo dos, las citoquinas proinflamatorias 

que se producen durante la periodontitis, dificultan el control glucémico 2. En mujeres 

gestantes, se documentó la asociación de periodontitis al parto prematuro y al bajo peso 

del infante al nacer 3–5.  

Durante la periodontitis, el intenso infiltrado de PMN liberará moléculas 

inflamatorias, entre ellas, un exceso de especies de oxígeno reactivas (ROS). A su vez, 

puede manifestarse un estrés oxidativo (EO) endógeno, por la disminución de los niveles 

de glutatión (GSH), en las células del ambiente periodontal 6. 

Las ROS y el EO están relacionados a la periodontitis. Por este hecho, en el 

modelo contemporáneo de la periodontitis, se menciona a las ROS como agentes 

proinflamatorios 7. Además, se ha postulado que las ROS pueden activar los osteoclastos 

(OC) directamente 8, o bien, con intermediación del factor de transcripción NFĸB 9. A 

partir de lo ya mencionado, se encuentra, como consecuencia principal, la pérdida de 

inserción característica de la periodontitis. Esta pérdida, en general, se manifiesta con la 

aparición de defectos óseos, por lo cual, se buscan alternativas regenerativas para este 

periodonto perdido. Las células madre mesenquimales derivadas de la encía (GMSCs), 

se posicionan como una alternativa terapéutica regenerativa. Dicha alternativa, hasta el 

momento, se encuentra poco explorada. A su vez, el desarrollo de un modelo de daño 

celular provocado por la depleción del glutatión, en dichas GMSCs, aún no ha sido 

estudiado.  

Para lograr un abordaje integral desde una perspectiva salud-enfermedad, que 

involucre un seguimiento de la recuperación de la enfermedad del periodonto, se buscan 

alternativas que impliquen una matriz de efectividad y de predictibilidad. De esta manera, 

se proporcionará un ambiente periodontal promotor de salud del mismo. 
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La melatonina, es una hormona conocida principalmente por sincronizar los 

ritmos circadianos y por ejercer sus funciones fisiológicas a través de las acciones de dos 

receptores acoplados a proteínas G: MT1 y MT2. La liberación circadiana de melatonina 

por la noche, desde la glándula pineal, se activa mediante receptores de melatonina en el 

núcleo supraquiasmático del hipotálamo, sincronizando así, la fisiología y el 

comportamiento de los animales con el ciclo nocturno-diurno 10. La indolamina, 

sincronizará este ciclo al ritmo circadiano cuando hay desórdenes tales como la 

descompensación horaria o el jet lag , la depresión y la degeneración macular relacionada 

a la edad, entre otros 11.  

A su vez, es pasible de afirmar que la melatonina es, mediante propiedades 

antioxidantes, protectora celular. Dicha protección es llevada a cabo de forma tanto 

directa como indirecta 12. Actuará como antioxidante directo cuando remueva radicales 

libres de oxígeno 14, y a su vez estimulará la síntesis de enzimas que participan en la 

defensa antioxidante de la célula 15,16. La melatonina se caracteriza, además, por su 

versatilidad, ya que es capaz de atravesar membranas biológicas por sus propiedades 

anfipáticas, y en especial, membranas mitocondriales 17. 

En adición, la melatonina posee funciones en el anabolismo óseo debido a la 

diferenciación osteoblástica, mediada por los receptores de melatonina MT2 acoplados a 

proteínas G de membrana. Los mismos desencadenan, mediante la activación de las 

cascadas ERK1/2 -MEK5 en células madre, el compromiso hacia el linaje osteogénico 18. 

A partir de lo mencionado anteriormente, numerosos estudios postulan el uso de 

melatonina para tratar enfermedades de la cavidad bucal tales como mucositis 19, 

osteonecrosis por bifosfonatos 20 y periodontitis 21. 

En el presente trabajo, se brindará un aporte sobre el conocimento del aislamiento 

y del cultivo de GMSCs para estudiar las propiedades protectoras y osteodiferenciadoras 

de la melatonina, en un modelo de daño celular relacionado al estrés oxidativo. Dicho 

trabajo de tesis sustentará futuras líneas de investigación para instaurar dicha indolamina 

como tratamiento de la periodontitis, en la prevención y como coadjuvante en las terapias 

periodontales no quirúrgicas y regenerativas. 
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Marco Teórico 

1. Conceptos básicos de estrés oxidativo 

 

Los radicales libres son átomos o grupos de átomos que poseen un electrón 

desapareado o libre. Los mismos tienden a captar un electrón de moléculas estables, con 

el fin de alcanzar su estabilidad electroquímica. Una vez que el radical libre ha conseguido 

sustraer el electrón que necesita, la molécula que lo cedió se denomina ROS, ya que queda 

con un electrón desapareado, iniciándose así una reacción en cadena que destruye las 

biomoléculas esenciales para las células 6. El estudio del rol de radicales libres en sistemas 

biológicos, se remonta a 1956, con Harman 22, quien introdujo un novedoso concepto 

sobre la similitud entre los ROS y la radiación ionizante. Cuando existe un desbalance 

entre los ROS y la capacidad antioxidante del organismo, se produce el EO.  

 Actualmente las ROS son asociadas a diversas funciones celulares. La 

concentración fisiológica de las mismas -estimada en el orden de los 3 billones de 

moleculas por día 14, regula y promueve cascadas de señalizaciones involucradas en la 

proliferación, la diferenciación, la supervivencia y la apoptosis 23–25. Desde el comienzo 

de la vida en la Tierra, los organismos han estado expuestos tanto a ROS como a 

radiaciones ionizantes 26. El oxígeno molecular (O2) comenzó a elevarse hace unos 2500 

millones de años debido a bacterias fotosintéticas27,28, resultando así en una presión 

altamente selectiva, en favor de organismos de metabolismo aeróbico 29. El O2 es utilizado 

para la producción del 90 % a 95 % total del Adenosín Trifosfato (ATP) -la molécula de 

intercambio energético celular que genera. Las mitocondrias son centrales en dicho 

proceso de generación de ATP, dado que poseen la cadena transportadora de electrones 

(CTE). La CTE, está compuesta por una serie de complejos enzimáticos, el complejo I 

(Nicotinamida Adenina Dinucleótido [NADP] Ubiquinona Reductasa), el complejo II 

(Succinato Ubiquinona Reductasa), el complejo III (Ubiquinol Citocromo c Reductasa), 

y el complejo IV (Citocromo C Oxidasa) 17 (Figura 2).  

 De acuerdo a la teoría quimiosmótica, el CTE convierte a la energía de óxido 

reducción en un gradiente electroquímico de protones que forman el ATP a partir de 

Adenosín Difosfato y fosfato por la ATP sintasa 30. En consecuencia, todo el O2 es 

reducido a agua por 4 e- en el complejo IV. Sin embargo, un pequeño porcentaje de O2 es 

reducido por uno, dos o tres electrones, generando las reacciones explicadas a 

continuación (Figura 1 y 2). 
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Figura 1. Representación de las reacciones químicas del complejo IV mitocondrial. La adición de 

electrones al O2 resulta en la formación de diferentes ROS, hasta su estabilización, mediante la formación 

de agua con cuatro e-. Ilustradora científica: Verónica M. Solá. 

 

 Las ROS comprenden, a su vez, especies que no son verdaderos radicales libres, 

pero que actúan como tales. Ejemplo de esto es el peróxido de hidrógeno (H2O2) y el 

ácido hipocloroso (HOCl), ambos capaces de formar radicales libres verdaderos en el 

microambiente intra y extracelular (Figura 4).  

El O2, que forma parte de las ROS, se forma por la unión de dos átomos de oxígeno 

cuyos orbitales se denotan (1s)2, (2s)2 y (2p)4. Posee 16 electrones (8 e - por átomo), 

ocupando las capas atómicas, pero dichos e- externos se encuentran desapareados. Hay 2 

orbitales s en la capa 1, dos orbitales s en la capa 2 y los 8 e- remanentes se encuentran en 

los orbitales p. En dicho orbital, 6 e- están apareados con spin opuesto y los e- externos 

ocupan orbitales individuales y, poseen spin paralelo. Esto resulta en una molécula que 

deben aparear sus e- externos para lograr estabilidad electroquímica. Sin embargo, dado 

a que dichos e- poseen restricción de spin inherente, no pueden aceptar pares electrónicos. 

Por lo tanto, no existirán 2 e- aislados con spines paralelos. Esto resulta de gran 

importancia dada la relación entre el O2 y las ROS derivados del mismo. En este sentido, 

el O2 acepta de a un electrón. 

 El oxígeno de por sí no es dañino para las moléculas vecinas. Sus acciones 

perjudiciales derivan de su conversión a agentes tóxicos, especialmente el anión 

hidróxilo·OH y el anión peroxinitrito (ONOO−) 31,32. En un ambiente acuoso, el anión 

superóxido es rápidamente dismutado a H2O2. Es por ello que, la formación de dicho 

anión trae aparejado la formación de H2O2. Dicho compuesto químico es altamente 

destructivo por su alta lipofilia. Esto permitirá que atraviese las membranas ricas en 

lípidos, así expandiendo el daño a través de las células por los radicales libres.  

 Otro peligro del H2O2 deviene de la reacción con metales tales como el cobre, el 

hierro, entre otros. O bien, con hemoproteínas para lograr el OH 33,34. Estas reacciones, 

son denominadas Haber-Weiss o Fenton. 
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 El ión OH, por su parte, es muy inestable y reactivo, es por ello, que de forma 

instantánea interacciona con cualquier molécula próxima de su zona de producción. 

Como consecuencia, el OH tiene una vida media muy corta y su ‘campo de acción´es 

muy limitado, por ende, el daño es circunscripto al área anteriormente explicitada.  

 Se estima que, del total del daño celular asociado a las ROS, la mayoría es 

originado por dicho radical 35. El OH reacciona con proteínas, carbohidratos, ácidos 

nucleicos y lípidos para producir ROO como intermediarios. Aunque los ROO sean 

menos reactivos que el OH, poseen una vida media relativamente larga, y, dañan 

moléculas a distancia. Dentro de los ROO, la mayor documentación se encuentra sobre 

las peroxidaciones de los ácidos poliinsaturados. La destrucción de los mismos en las 

membranas celulares y mitocondriales, siendo este el principal factor del deterioro 

funcional, ocasiona una eventual muerte celular. Los ROO pueden, a su vez, oxidar 

carbohidratos, proteínas y componentes sulfhidrilos de las hemoproteínas 36.  

 La principal hipótesis que explica la toxicidad de las ROS es la reducción del O2 

a anión superóxido. La principal fuente de esta reacción es producida en la CTE, en la 

mitocondria (Figura 2). Además, la CTE es ubicua en la naturaleza, ya que se ha 

identificado a la misma en diferentes bacterias 37. 

 Mientras que la CTE es eficiente en el manejo de los electrones, a través de sus 

sucesivos componentes (complejos I-V), algunos electrones se ´filtran´ y reducen 

moléculas cercanas tales como O2 a anión superóxido. La cantidad de anión superóxido 

está relacionada a la tensión de oxígeno, por ende, la cantidad de este anión se ve 

aumentada directamente proporcional al aumento de la concentración del O2. 

 Bajo condiciones fisiológicas de niveles de O2 con la CTE funcionando 

correctamente, se estima que entre el 1 y 3% del O2 es convertido a anión superóxido. 

 Durante el evento de algún daño hacia alguno de los componentes de la CTE, la 

misma funcionaría subóptimamente, provocando una pérdida mayor de electrones, los 

cuales formarían más ROS. Esto ocurre en personas de edad mayor o durante exposición 

a toxinas. Otras fuentes de ROS incluyen enzimas, como la xantina oxidasa u, reacciones 

de auto oxidación y proteínas hemo 38 (Figura 4).  

 El EO se relaciona con enfermedades inflamatorias, entre ellas, la periodontitis. 

Al respecto, Bullon et al., 39 destaca que ´la naturaleza es frugal´, el estado de las células, 

y en particular, las mitocondrias, promueven la inflamación y la destrucción de tejidos. 

Es por ello, que el nuevo modelo que incluye a las ROS como factores necesarios para el 

desarrollo y la aparición de dicha enfermedad 7. Halliwell 40,41 propuso cuatro postulados 
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con respecto a la implicancia de EO en patologías similares a de Koch, y en patologías 

de origen bacteriano 42. En primer lugar, ROS o el daño oxidativo debe estar presente en 

el sitio de la injuria. En segundo lugar, la formación de ROS debe darse antes o 

simultáneamente a la injuria. En tercer lugar, la aplicación de ROS a tejidos en un nivel 

experimental, debe dar una reacción similar al daño observado en la enfermedad. Por 

último, al remover o inhibir la formación de ROS debería disminuir el daño tisular 

relacionado con su capacidad antioxidante in vivo. El principal antioxidante de las células 

es el glutatión, este es un tripéptido que puede presentarse en su forma oxidada (GSSG) 

o reducida (GSH) (Figura 3).  

  

 

 

  

Figura 2. Esquema de una mitocondria. Se señalan los principales componentes y reacciones allí 

ocurridas. CK: Ciclo de Krebs. CTE: Cadena transportadora de electrones. ATP: Adenosín Trifosfato, 

principal ´moneda de cambio´ energética de la célula. Ilustradora científica: Veronica M. Solá 
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Figura 3. Representación de la fórmula química del glutatión reducido. El glutatión es un tripéptido que 

consta de los aminoácidos cisteína, glicina y glutamato. Ilustradora científica: Verónica M. Solá. (Adaptado de 

Chapple et. al 2007). 

Figura 4. Sistema de Óxido-Reducción celular en relación al metabolismo. La glucosa ingresa a la 

célula para ser oxidada hasta CO2 y H2O en la mitocondria o bien para seguir la vía de las pentosas. Producto 

de la oxidación total de la glucosa, se produce el ATP, e, indeseablemente, ROS. La vía de las pentosas 

cobra relevancia en el sistema antioxidante celular al generar el cofactor NADPH el cual será un equivalente 

de reducción en reacciones mediadas por la enzima glutatión reductasa. El sistema antioxidante celular, 

está compuesto, entre otras enzimas, por la superóxido dismutasa, catalasa, glutatión peroxidasa y 

reductasa. A su vez, se encuentra representado el sistema de mieloperoxidasa, presente en los PMN, la cual 

media reacciones de óxido-reducción de anión cloruro hacia anión hipocloroso y del H2O2 hacia H2O, y 

viceversa para neutralizar a los microorganismos. Estas reacciones son causantes del EO exógeno. El EO 

endógeno, como se señala, proviene principalmente desde la reducción incompleta de una molécula de 

oxígeno en las mitocondrias, esto origina que se oxiden proteínas, lípidos y ADN. Las proteínas se 

carbonilan. Los lípidos (principalmente los de membrana), dan como producto el malondialdehído. El 

ADN, es dañado principalmente por el ión hidroxilo (OH) en la base nitrogenada guanina, la cual se oxida 

a 8 oxo, 7,8 dihidrodesoxiguanina. Ilustradora científica: Verónica M. Solá 



Marco Teórico 

13 

 

2. Osteoinmunología y estrés oxidativo 

 

El EO se ha asociado con diversas enfermedades que afectan prácticamente a 

todos los órganos del cuerpo. Interesantemente, dependiendo de su concentración, las 

ROS podían tener acciones benéficas o bien deletéreas para los diferentes tejidos.  

Se sabe que el EO es clave en la respuesta inmune. La activación y el 

reclutamiento de las células involucradas en dicha respuesta llevan a la muerte de los 

patógenos. En este proceso, tiene un papel preponderante el estrés oxidativo. El mismo 

posee una función clave en los eventos de formación, más aun, de resorción osea. Esto es 

de relevancia en cuanto a que la función ósea es fundamental para la homeostasis del 

organismo 43 .  

El organismo humano posee en total 213 huesos. Los mismos comprenden cuatro 

tipos principales: largos, cortos, planos e irregulares. Los huesos largos incluyen las 

clavículas, húmeros, radio, fémures, tibias y falanges, entre otros. Los cortos son, por 

ejemplo, carpales y tarsales. Los huesos planos incluyen al cráneo, a la mandíbula, a la 

escápula y al esternón, entre otros. Los irregulares incluyen huesos como las vértebras, 

sacro y hioides 44. 

Los huesos planos se forman mediante osificación membranosa mientras que los 

largos surgen de una combinación de osificación endocontral y membranosa.  

El hueso cortical es denso y sólido, rodea el espacio medular, mientras que el 

hueso medular posee un entramado de ´panal de abejas´, localizándose entre medio de la 

médula ósea. Tanto el hueso cortical como el trabecular están compuestos por osteones.  

El tejido óseo, es un tejido conectivo especializado y endurecido por cristales de 

hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(HO)2] resistente a las fuerzas mecánicas a las que es sometido. 

A su vez, el hueso debe de ser liviano, lo que permitiría la movilidad del cuerpo humano. 

De igual modo, protege órganos vitales y es la principal fuente de Ca2+  a la que recurre 

el organismo para mantener la homeostasis fosfocálcica 44. Los huesos del organismo 

están comprendidos en su mayoría por huesos compactos (80%) y en una menor 

proporción (20%) en huesos esponjosos o trabeculados 45. Poseen una estructura compleja 

consistente en una matriz mineralizada y no mineralizada (osteoide) y cinco tipos 

celulares principales. Estos son los osteoblastos, formadores de hueso, las células situadas 

en los bordes óseos, osteocitos, las células de resorción ósea, los osteoclastos y las células 

mesenquimales 46. 
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El desarrollo y las actividades de estas células, así como también la comunicación 

entre las mismas, son claves para el desarrollo, la adaptación ósea, el modelado y la 

preservación ósea remodelada 47. 

Durante el modelado óseo la formación y la resorción son procesos que no están 

acoplados. El mismo es predominante durante los primeros años de vida, donde se 

produce la osificación endocondral, hasta producirse un pico de masa ósea y luego 

persiste en un bajo nivel durante la vida. El modelado modifica la forma del hueso o 

mejora la masa ósea, para adaptarse a las fuerzas mecánicas sin flexionarse o agrietarse, 

mientras que colabora con resistir a la deformación por el impacto de cargas. Entonces, 

regula el crecimiento del esqueleto y provee soporte a las fuerzas mecánicas durante la 

hematopoyesis y la función endócrina 48. 

Una vez alcanzado el crecimiento óseo, los huesos serán permanentemente 

sometidos a la remodelación ósea. En este proceso la resorción ósea esta acoplada a la 

formación de la misma. Este proceso es esencial para mantener y prolongar en el tiempo 

las propiedades mecánicas, ya que genera una adaptación de su microarquitectura 

consistente a los cambios ambientales de cargas 47. 

El estrés oxidativo, posee efectos deletéreos para la osteogénesis. Como se 

mencionará posteriormente, la respuesta inmune tiene gran relevancia en la generación 

de ROS. Dichos ROS, están envueltos en la homeostasis ósea, promoviendo la resorción 

del hueso 43. La osteoclastogénesis inducida por la activación del activador del ligando 

del factor nuclear κB ligando (RANKL), requiere la producción de ROS 49. Más aun, la 

enzima glutatión peroxidasa, cuando se encuentra sobre expresada en osteoclastos, 

previene la osteoclastogénesis mediada por el RANKL 50. Teniendo en cuenta lo 

anteriormente explicitado, se infiere que la resorción ósea está mediada por el EO que 

promueve la formación y la actividad osteoclástica. 

 

Osteoblastos, Osteoclastos y la tríada RANK/RANKL/OPG 

El equilibrio entre resorción y formación ósea es un objetivo a seguir por parte del 

organismo para mantener la integridad esqueletal. Esto se lleva a cabo principalmente por 

dos células, osteoblastos y osteoclastos. Las células del linaje osteoblástico, es decir, las 

células madre mesenquimales, los preosteoblastos, los osteoblastos y los osteocitos, 

controlan la actividad osteoclástica incluyendo la fusión de células mononucleares, su 

actividad y apoptosis durante el remodelado óseo. Los osteoclastos, son células que 
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resorben al hueso y que regulan la función de los osteoblastos, por medio de la 

comunicación celular directa y por factores secretados en la matriz 51. En ratones knockout 

de c-fos y factor estimulante de colonias (GM-CSF), la ausencia de osteoclastos deriva 

en una formación ósea defectuosa. Estos datos permiten ver que en el proceso de 

remodelado se sustenta lo esencial para poder mantener la integridad ósea 44, 52. Una 

constante comunicación entre osteoblastos y osteoclastos es esencial para mantener la 

sincronización entre formación y resorción ósea durante el remodelado óseo 53.  

El remodelado comienza con la activación de las células latentes que bordean al 

hueso en respuesta a cambios en las cargas mecánicas. Las células madre mesenquimales 

y preosteoblastos incrementan la expresión en su superficie del activador del RANKL y 

GM-CSF. 

Figura 5. Remodelado óseo fisiológico. En el esquema se encuentra representado el proceso mediante el 

cual se produce la interaccion de osteoblastos, osteoclastos y osteocitos y la comunicación mediada por 

citoquinas tales como RANKL, OPG y RANK. Dependiendo de la proporción RANKL/OPG el hueso 

puede resorberse o aposicionarse. Se observan las principales reacciones químicas llevadas a cabo por el 

osteoclasto para disolver el componente inorgánico del hueso a travez de HCl y ROS. La fase orgánica se 

remueve mediante la producción de enzimas tales como la fosfatasa ácida tartrato resistente (TRAP), la 

Catepsina K, y metaloproteinasas 9 y 13. El osteoblasto a su vez, secreta proteínas como colágeno tipo I, 

BMP1 y 2, y fosfatasa alcalina. La comunicación del osteoblasto y el osteoclasto también se ejerce a travez 

de proteínas denominadas efrinas, quienes se encuentran representadas en el gráfico. Los receptores se 

encuentran en los osteoblastos, y los ligandos en los osteoclastos. Las efrinas B principalmente suprimen 

la osteoclastogénesis. Mientras que las A producen la osteoblastogénesis. Ilustradora científica: Verónica 

M. Solá.  
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RANKL y GM-CSF promueven la liberación de progenitores inmaduros de 

osteoclastos, como monocitos mononucleares en la circulación y en el reclutamiento, en 

la superficie de resorción. También se unen a sus respectivos receptores de superficie en 

preosteoclastos [(i.e. RANKL al RANK y GM-CSF al receptor del factor estimulante de 

colonias], para estimular la fusión de monocitos en preosteoclastos y eventualmente en 

células completamente diferenciadas como osteoclastos funcionales. La fase de 

activación osteoclástica dura aproximadamente diez días y precede a la resorción ósea, al 

retraimiento y a la formación ósea. 

En la fase resortiva, los osteoclastos se adhieren a la matriz ósea subyacente y 

producen un anillo de actina que sella la zona delimitada por el borde en cepillo, el cual 

aísla el compartimento de la zona de resorción del microambiente. Los osteoclastos luego 

secretan fosfatasa ácida tartrato resistente (TRAP), catepsina K y metaloproteinasas 

(MMP) 9 y 13, resultando en la disolución de su parte inorgánica y orgánica. La fase de 

resorción continúa por dos a tres semanas y finaliza con la apoptosis osteoclástica 54.  

Luego de aproximadamente cinco días, comienza una fase de reversión de la 

resorción ósea. Esto implica el final de la etapa resortiva y el comienzo de la etapa de 

formación ósea mediada por los osteoblastos. Los osteoclastos estimulan la formación 

ósea. Es por ello que secretan citoquinas, las cuales incluyen factor de crecimiento 

insulínico, factor de crecimiento fibroblástico (FGF), y proteínas morfogenéticas óseas 2, 

3, 4, 6 y 7 y factor de crecimiento plaquetario. A su vez, existen acciones dependientes 

del contacto estrecho entre osteoblastos y osteoclastos mediados por el grupo de proteínas 

denominadas efrinas 55.  

En la Figura 5 se aprecian las interacciones entre osteoclastos y osteoblastos a 

través del eje efrinas A/B. La efrina B2 se expresa en osteoclastos diferenciados y 

maduros, mientras que la efrina A2 se expresa en osteoclastos diferenciados tempranos 

55,56. La efrina B suprime la diferenciación del osteoclasto vía la supresión de FOS y 

NFACT1 y por otro lado promueve a osteogénesis. Por el contrario, la efrina A, vía la 

activación de la fosfolipasa Cγ2 estimula la diferenciación del osteoblasto.  

La osteoinmunología investiga la interacción entre los sistemas esquelético e 

inmune al nivel molecular y celular 57,58. La resorción ósea que sucede en la periodontitis, 

puede explicarse en términos osteoinmunológicos. Tal como se señaló previamente, 

aunque los microorganismos desempeñan un papel necesario para desencadenar la 

periodontitis 7, el verdadero causante es la respuesta inmune del hospedador, ante una 

presencia bacteriana, a esta flora periodontopática. Esta respuesta es la que, finalmente, 
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termina con la ruptura de la proporción osteoprotegerina (OPG):RANKL por parte de 

linfocitos activados y por el propio estrés oxidativo que activa, sin mediación de 

receptores, a los osteoclastos periodontales 6,59,60. 

La identificación y la caracterización del RANKL, de su ligando, del RANK y del 

receptor soluble señuelo denominado OPG, ha contribuido significativamente a la 

comprensión del mecanismo de remodelación ósea. Este mecanismo implica, la 

diferenciación de osteoclastos (osteoclastogénesis) y la activación de los mismos. Prueba 

de esto es que los ratones knockout de RANKL o RANK, no solo presentan fenotipos 

osteopetróticos, sino que a su vez carecen de ganglios linfáticos periféricos 59. De este 

modo, se sustenta la idea que tanto RANKL, como RANK, desempeñan un rol 

fundamental en la osteoclastogénesis. También participan en el desarrollo inmune, como 

se muestra en los Th1 que expresan RANKL. Estas células luego actuarán sobre las 

células dendríticas para inducir su producción de citocinas proinflamatorias, como IL-1β 

e IL-6 44. 

Asimismo, cuando la cantidad de RANKL producida en el microambiente que 

rodea a los preosteoclastos, es abundante y sobrepasa la producción de OPG -que actúa 

como antagonista natural de RANKL -, se une al RANK expresado en precursores de 

osteoclastos. De esta manera, el equilibrio del hueso se inclina hacia la resorción ósea. 

Cuando las células madre del tejido hematopoyético, CFU-GM, se diferencian hacia 

osteoclastos estimulados por el GM-CSF, se induce la expresión de RANK en CFU-GM. 

Posteriormente, el RANK, permanece expresado en células de linaje de osteoclastos a lo 

largo de la evolución, hasta diferenciarse terminalmente en células multinucleadas 61. Por 

ende, la unión de RANKL a RANK no solo provoca osteoclastogénesis, sino que 

promueve, además, la supervivencia y la activación de células osteoclásticas. Esto 

resultará en la resorción ósea. Por el contrario, cuando la concentración de OPG es mayor 

que el RANKL expresado, la unión de OPG a RANKL interrumpe su ligamiento a 

RANK. Esta inhibición mediada por OPG en la unión entre RANKL y RANK, disminuye 

la velocidad e intensidad de la osteoclastogénesis, y promueve la apoptosis de 

osteoclastos activados y diferenciados previamente. En conclusión, se reduce el proceso 

de resorción ósea 62, 63. 

La comunicación entre los osteoblastos y los osteoclastos es esencial para el 

remodelado óseo y la calidad ósea, la cual se mide por la densidad mineral ósea. Las 

MSCs que rodean el hueso, son activadas en respuesta a varios estímulos, tales como 

cambios en la carga mecánica del mismo generando que las BMSCs de médula ósea y 
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pre-osteoblastos expresen en su superficie al RANKL y M-CSF. Los progenitores 

inmaduros, como las células mononucleares, comienzan a fusionarse, formando un 

osteoclasto maduro en respuesta al RANKL y al M-CSF. Como consecuencia, se 

producirá la resorción ósea mediante la fosfatasa ácida tartrato resistente y la catepsina 

K. A su vez, el osteoclasto puede ser activado directamente por ROS sin la mediación de 

receptores 6. Una vez producida la resorción ósea, comienza la formación ósea por parte 

de los osteoblastos quienes mediante la secreción de OPG, resulta en el impedimento de 

la formación de nuevos OC. A su vez, los OC activos entran en apoptosis. 

 La proporción OPG: RANKL es crucial en el proceso de remodelado óseo. Los 

OC pueden regular la función de los osteoblastos mediante la unión de membranas o la 

secreción de factores parácrinos en la matriz, tal como fue descripto anteriormente.  

 

3. Periodontitis 

3.1. Introducción a la periodontitis y epidemiologia 

 

Entre las patologías bucales de mayor prevalencia, se encuentran aquellas que 

afectan al periodonto, como la inflamación localizada de encía, la gingivitis -debido a la 

acumulación de biopelícula supragingival -, y la periodontitis. Esta última, se caracteriza 

por la destrucción de los tejidos periodontales de inserción, que, a su vez, representa una 

colección de enfermedades complejas de distintos grados y estadios. La última 

clasificación de estas enfermedades muestra la variación en la intensidad y la extensión 

de la periodontitis 64. Los avances en las técnicas de biología molecular, en la proteómica, 

y en el área de la bacteriología, permitieron profundizar la etiopatogenia de la enfermedad 

64–66. Tal es así que, actualmente dicha patología se considera el resultado de complejas 

interacciones dinámicas entre el sistema inflamatorio e inmune del hospedador, la 

microbiota subgingival y la modificación de factores ambientales, genéticos y 

epigenéticos 67, 68, 69, 70, 71. Las características clínicas comprenden encías friables, 

sangrado al sondaje, recesiones gingivales, bolsas profundas rodeando los dientes (lo cual 

implica resorción ósea) y una eventual pérdida del elemento dentario. (Figura 6 y 9) 
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Figura 6. Imágenes representativas de individuos con periodontitis. A. Periodontitis en un individuo 

fumador crónico, en estadio III.69. B. Periodontitis en un individuo en estadio III (71). Los estadios 

corresponden a la última clasificación de Enfermedades Periodontales 
63. 

 

 

La Organización Mundial de la Salud (OMS), en su publicación “La Clasificación 

Internacional del Funcionamiento, de la Discapacidad y de la Salud” delimitó las 

principales discapacidades físicas y mentales 72. Según esta publicación, funciones del 

sistema digestivo (apartado b510-b539 de dicha clasificación), tales como morder, 

succionar y masticar y manipular la comida en la boca, entre otras, se verían afectadas 

ante la pérdida de dientes que se dan en estadios avanzados de la periodontitis. La 

capacidad del habla, que se encuentra en el apartado b3100 (producción de la voz), 

también puede verse afectada ante la pérdida de uno o más dientes. En suma, ante una 

periodontitis en estadio III o IV o en un grado C, en donde se ve amenazada la 

permanencia de uno o más dientes, podría calificarse como una enfermedad promotora 

de la discapacidad según la OMS. 

La periodontitis afecta a casi la mitad de los individuos adultos en el Reino Unido 

y Estados Unidos, y al 60% de los mayores de 65 años 73,74 (Figura 7). En Latinoamérica, 

los porcentajes resultan similares o aumentados 75. En Argentina, Romaneli et al., utilizó 

el índice periodontal comunitario, en donde se miden solo algunos dientes, y reportó que 

en los pacientes mayores de 40 años el porcentaje periodontitis es del 25% 76. 

En cuanto al aspecto económico, se estima que el 70% de unos 416 millones de 

dólares anuales del total de las enfermedades dentales, son para tratar la periodontitis y 

sus secuelas. En el Reino Unido, de 3 a 4 millones de individuos, aproximadamente el 

5% de la población, sufre de periodontitis severa y se estima en un costo de 2 mil millones 

de libras para el Servicio Nacional de Salud 77. 
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En conclusión, la periodontitis es un gran problema de salud a nivel mundial, 

afectando así a una parte importante de la población. Las consecuencias de la misma 

pueden resultar en inhabilitaciones en diversos aspectos de funciones relacionadas con la 

cavidad bucal, sumado al gasto que representa. 

 

Figura 7. Prevalencia de periodontitis en EE.UU. Estimaciones combinadas de formas de la enfermedad 

leve, moderada y grave). Gráfico de elaboración propia adaptado de Eke et al. 2012 44. 
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3.2. Etiopatogenia 

 

En el modelo actual de enfermedad periodontal, los patógenos periodontales son 

necesarios para el inicio de la enfermedad. No obstante, la extensión y la gravedad de la 

destrucción del tejido, depende de la interacción huésped-microbiota tal como se detallará 

a continuación. 

La principal función del periodonto es la de unir el diente al tejido óseo de los 

maxilares y en mantener la integridad en la superficie mucosa masticatoria. 

El periodonto (peri=alrededor, odontos=diente) está compuesto por el periodonto 

de protección, el cual comprende a la encía y por el periodonto de inserción que 

comprende los siguientes tejidos: cemento radicular, ligamento periodontal y hueso 

alveolar (Figura 8). 

La encía, a su vez, se divide en encía libre e insertada. La encía libre es la que 

circuncida al cuello de los dientes y da lugar a un surco que se forma entre la misma y el 

diente. La insertada se encuentra firmemente adherida a los procesos alveolares y 

clínicamente presenta un punteado ´en cascara de naranja´  

Los tejidos periodontales, son comprendidos como un sector con gran cantidad de 

especies microbianas, lo cual implica una sofisticada interacción entre las bacterias y el 

hospedador 78,. En adición, el ambiente bucal es el único lugar donde el tejido óseo se 

comunica directamente con el ambiente externo, mediante los dientes 80. 

 Normalmente, en el surco gingival hay PMN en constante migración a través del 

epitelio de unión (Figuras 8 y 10).  
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Figura 8. Anatomía del periodonto. Esquema del periodonto de protección e inserción correlacionado 

con una imagen clínica del periodonto de protección. Ilustradora científica: Verónica M. Solá 

 

Figura 9. Esquema de la periodontitis y su correlación clínica. Se aprecia el depósito de biopelícula y 

cálculo tanto supra como infragingival. La bolsa periodontal resulta de un surco gingival profundizado por 

el proceso patológico de la periodontitis. Ilustradora científica: Verónica M. Solá 
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La microbiota periodontal es generalmente de naturaleza comensal y su relación 

con el huésped se encuentra en un estado de homeostasis o simbiosis. No obstante, como 

resultado del aumento de las concentraciones de mediadores de la inflamación y como 

producto de la descomposición del tejido conectivo en el líquido crevicular gingival (por 

ejemplo, péptidos de colágeno), el entorno del surco gingival puede sufrir modificaciones. 

Las mismas proporcionan un ambiente adecuado para el crecimiento excesivo de 

patógenos periodontales dentro de la biopelícula subgingival. Si la respuesta inflamatoria 

del hospedador es suficiente, sumado a influencias genéticas y ambientales favorables, la 

lesión puede ser detenida como gingivitis y no progresa, aunque madurará como una 

lesión inmunoinflamatoria estable 80. Por otro lado, si el huésped y las respuestas 

inflamatorias no estabilizan la lesión, y el individuo es genéticamente susceptible, e 

influido por factores ambientales desfavorables como por ejemplo exceso de estrés 

oxidativo, la afección progresará. De este modo, se dará lugar a la manifestación clínica 

que tendrá como consecuente la pérdida de tejidos de inserción 81 (Figura 9). 

Diferentes autores proponen, que el entorno cambiante de la bolsa periodontal, 

promueve la proliferación de bacterias responsables del cambio como respuesta del 

hospedador y no que son los microorganismos quienes determinan el resultado final de 

las interacciones hospedador-parásito. 82,83 . El microbioma disbiótico localizado en el 

esmalte -debajo del margen gingival - inicia la inmunidad innata, así estimulando a las 

células del surco de las células epiteliales, fibroblastos de ligamentos periodontales, 

fibroblastos gingivales y células dendríticas. De esta manera, las diferentes células 

producen mediadores de la inflamación en respuesta al lipopolisacárido bacteriano a 

través de los receptores tipo toll. Las células residentes ubicadas en el tejido conectivo y 

en el hueso alveolar producen inflamación y citoquinas. Esto incluye en el factor de 

necrosis tumoral- α (TNF-α), 1 (IL-1), IL-6, IL-8, IL-12, IL-17 y en el RANKL. Ambos, 

por un lado, estimularán la hidrólisis de diferentes componentes del tejido conectivo 

mediado por metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y, por otro lado, el RANKL 

estimulará la diferenciación osteoclástica por parte de los monocitos.  

La activación de las células B y T inicia en la inmunidad adaptativa. En esta etapa, 

el tejido conectivo se infiltrará por linfocitos con predominancia de células B, en 

detrimento de células T 84. Las células T producirán TNF-, RANKL e IL-17 que conducirá 

a un aumento de la osteoclastogénesis y resorción ósea (Figura 10 y 19). Esto dará como 

resultado en signos clínicos, el aumento en la pérdida de la inserción clínica, reseción 

gingival y el sangrado al sondaje. 
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La microbiota asociada con la periodontitis se considera ´inflamofílica´ ya que los 

patógenos periodontales no pueden persistir sin la presencia de la inflamación 85. Es 

importante destacar, que se ha demostrado que el control de la inflamación periodontal 

puede restaurar la homeostasis normal de las biopelículas 86. Estos conceptos fueron 

validados por un estudio que demostró que bacterias anaerobias junto con las comensales 

y el sistema de complemento, pueden inducir inflamación periodontal que proporcionaría 

un ambiente propicio para que Porphyromonas gingivalis -uno de los patógenos más 

asociados a la periodontitis - crezca y prolifere 87. Más aun, surgen terapias 

antiinflamatorias para combatir esta enfermedad 88-91 (Figura 10). 

 

Como se mencionó anteriormente, el EO es crítico en el inicio y en la progresión 

de la periodontitis, tal es así, que fue propuesto como un factor equiparable a las 

Figura 10. Esquema de la respuesta inmune en la periodontitis. Ante la injuria bacteriana por parte de 

bacterias Gram- presentes en la bolsa periodontal, se estimula la angiogénesis, vasodilatación y 

extravasación de PMN. La bacteria P. gingivalis puede quedar internalizada en las células del epitelio de 

la bolsa, dificultando el pronóstico de la periodontitis. Los fibroblastos producirán citoquinas 

proinflamatorias y ROS. También existe una mayor respuesta de LT H 1 y LT H 17. Los LB por su parte 

también producen inmunoglobulinas y RANKL, además de inmunoglobulinas que estimularán la 

producción de RANKL por parte de los osteoblastos. Finalmente, el equilibrio entre RANKL y OPG se 

rompe en favor de RANKL favoreciendo la resorción ósea. El estrés oxidativo generado por los PMN y 

los fibroblastos desencadenan que, por un lado, se diferencien OC sin la mediación de RANKL y, por otro 

lado, la depleción de GSH en el ambiente periodontal. Las MMPs actúan hidrolizando proteínas como 

colágeno. Para más detalles de la resorción ósea ir a figura 5 y 19. Ilustradora científica: Verónica M. Solá 
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citoquinas pro-inflamatorias en el modelo contemporáneo de periodontitis de Meyle y 

Chapple 7. (Figura 11). 

Dada la importancia que reviste el EO en la PD, dentro del ambiente periodontal, 

se estudió como el glutatión actúa como una defensa antioxidante innata. Dicho tripéptido 

forma el sustrato para la enzima antioxidante glutatión peroxidasa, la cual transforma el 

H2O2 en H2O y es reconstituido en su forma oxidada (GSSG) por la enzima glutatión 

reductasa 4 (Figura 4). Estas reacciones cíclicas son vitales para el estado de óxido 

reducción de la célula sino también para el normal funcionamiento de la NADPH oxidasa 

la cual utiliza O2 molecular y NADPH para transformarlo en anión superóxido (O-
2) 

7. 

Fisiológicamente, la reacción de la reductasa va siempre a favor de la creación de 

glutatión. Los niveles intracelulares de glutatión normalmente son altos (1–10 mM) 92, 

mientras que los extracelulares son bajos (1-4 µM) 94, 95. Por este motivo, es relevante que 

haya niveles milimolares en el fluido crevicular gingival de glutatión. De esta manera, 

estos altísimos niveles contribuirían a la defensa antioxidante del epitelio de unión 96. El 

glutatión entonces, representa un sistema de defensa innato y fundamental en el epitelio 

del surco expuesto a las bacterias 95, 97. Más aún, en algunas bacterias asociadas a la 

Fusobacteria, Peptostreptococcus micros, y Treponema denticola metabolizan este 

glutatión para convertirlo en sulfuro de hidrógeno (H2S), resultando en un característico 

olor a descomposición 98–102. Tambien se identificaron las vías metabólicas que subyacen 

a estos procesos en T. dentícola 103. A su vez, fumar un solo cigarrillo es capaz de inducir 

una significativa reducción del glutatión salival 104,105 y los valores en plasma son 

similares 105. Más aún, los PMN de personas fumadoras mostraron la liberación 

aumentada de anión superóxido 106. 

Existen datos similares para con una reducción del glutatión de modo dosis-

dependiente como resultado del hábito de fumar 107 y, nuevamente, el glutatión demostró 

ser protector contra la nicotina en fibroblastos (FB) del ligamento periodontal (LP) 108. 

  



Marco Teórico 

26 

 

 

3.3. Apoptosis 

La apoptosis es un tipo de muerte celular programada que se caracteriza por una serie 

de cambios morfológicos en la estructura de la célula junto con numerosos procesos 

bioquímicos dependientes de enzimas específicas. El resultado es la eliminación de 

diversas células sin daño alguno para el tejido circundante. La célula que comienza el 

proceso de apoptosis, se retrae y condensa, el citoesqueleto se colapsa, la envoltura y el 

ADN nuclear se desensambla. La superficie de dicha célula se altera para luego atraer a 

los macrófagos. Dichos macrófagos fagocitan a la célula apoptótica para evitar que esta 

derrame su contenido al espacio extracelular 109. 

Existen dos vías mediante la cual se activa la apoptosis. Estas son la extrínseca y la 

intrínseca. La vía extrínseca, está relacionada a ligandos de muerte celular secretados 

principalmente por células NK y macrófagos, dichos ligandos comprenden a la 

superfamilia de los TNF. Una vez unido el ligando a su receptor de muerte en la célula, 

se activa la procaspasa 8, iniciadora a caspasa 8 para, luego de unas sucesivas reacciones 

Figura 11 Modelo contemporáneo de periodontitis. Se aprecia que hay una relación circular entre 

respuesta inmuno-inflamatoria del hospedador y una flora, que puede ser simbiótica o bien llegar a ser 

francamente disbiótica. También se tienen en cuenta modificadores como hábitos de riesgo, epigenéticos 

y genéticos. Referencias: comp: complemento. PMNs: Neutrófilos olimorfonucleares. Antig: antígenos. 

ADNb: ADN bacteriano. Fmlp: N-formilmetionil-leucil-fenilalanina. AC: anticuerpos. C.pl.: células 

plasmáticas. Gingip: gigipainas. DAMPs: patrones asociados a daño molecular. CQ: citoquinas. MMPs: 

metaloproteinasas LPS: lipopolisacaridos. Modificado de Meyle et. al 2015. Ilustradora científica: 

Verónica M. Solá. 
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en cadena, finalizar con la caspasa 3, efectora. Esto derivará en el clivaje del ADN nuclear 

y en la posterior formación de cuerpos apoptóticos 110. 

La vía intrínseca está asociada a una multiplicidad de estímulos tales como ROS, daño 

de ADN mitocondrial y permeabilización de la membrana mitocondrial y liberación de 

factores apoptogénicos desde la misma hacia el citosol. A diferencia de la vía extrínseca, 

se activa primeramente la caspasa 9 para confluir en la vía común efectora de la caspasa 

3 con los efectos posteriores arriba mencionados 111. 

Estudios recientes han demostrado que la apoptosis está relacionada con respuestas 

inflamatorias 112. Sin embargo, su papel en la periodontitis no es del todo claro. Es sabido 

que la apoptosis produce muerte celular y daño tisular, conduciendo a una disfunción 

orgánica 113. Se demostró que la actividad de las caspasas 3 y 7 está aumentada en tejido 

gingival de pacientes con periodontitis 114, indicando una relacion entre apoptosis y 

periodontitis. 

Más aún, otro studio, Kurita-Ochiai et al. 115 reportó un aumento en la proporción de 

las células apoptóticas y con el potencial de membrana mitocondrial reducido en 

fibroblastos gingivales humanos, aislados de pacientes con periodontitis, tienen mas alto 

nivel de acido butirico en el grupo infectado que en el control sano, y que estos cambios 

pueden ser atenuados al anular las caspasas. Wang et al. 116 trató una linea celular de 

cementoblastos inmortalizada (OCCM-30) con TNF-α, y hallaron que la actividad de la 

FAL se bloqueaba y que se suprimia la expression de genes claves tales como osterix, 

sialoproteína osea y osteocalcina. A su vez, el numero de células apoptoticas OCCM-30 

incrementaron la expresión de caspasa 3 tanto a nivel genico como proteico. Estos 

resultados indican que la apoptosis podría contribuir a una menor mineralización. Más 

aún, la expresion de genes relacionados con la apoptosis en tejido gingival 117 y monocitos 

de sangre periferica 118 estuvieron sobreexpresados en pacientes con periodontitis 

comparados con los controles sanos. 

 En suma, la apoptosis parecería estar relacionada a los eventos inflamatorios 

suscitados en las células del ambiente periodontal ocurridos durante la periodontitis.  
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3.4. Terapias periodontales de modulación de la inflamación e 

ingeniería de tejidos 

 

El tratamiento actual de la periodontitis se focaliza en la remoción de la 

biopelícula dental y el control a largo plazo de la acumulación de dicha biopelícula. La 

terapia periodontal no quirúrgica es exitosa para detener el avance de la enfermedad activa 

y promover la reparación de los tejidos 85. Esto no se logra de modo completo, tal como 

se aprecia en la figura 12 A y B en la que luego de realizada la terapia básica persisten 

defectos óseos periodontales. Si bien estos son los lineamientos, la terapia periodontal 

debería ser cada vez más personalizada, según cada paciente, teniendo en cuenta las 

características particulares de cada uno 86. Es por ello que, la regeneración completa del 

periodonto persiste como una meta difícil de lograr y se investigan nuevas alternativas 

antiinflamatorias y regenerativas.119. 

 

Figura 12 A. Aspecto clínico de un defecto óseo periodontal. B. Aspecto del defecto óseo periodontal una 

vez decolada la encía. Extraído de Sallum et al. 2019 119.  

 

La regeneración periodontal se define como la reconstitución de tejidos de 

inserción periodontal perdidos de la arquitectura original y de la función del periodonto 

120. Se estudiaron diversas estrategias regenerativas, incluyendo acondicionamiento de la 

superficie de la raíz, rellenos óseos de origen animal y cadavérico, y regeneración tisular 

guiada. Algunas, inclusive, son consideradas el ´gold standard´ de la periodoncia 

regenerativa tales como las proteínas derivadas de la matriz del esmalte, las cuales ofrecen 

gran predictibilidad en los procedimientos regenerativos 121. No obstante, las mismas 

significan un altísimo costo para los pacientes. Resulta necesario entonces, investigar 

distintas posibilidades de regeneración teniendo en cuenta los pilares de la ingeniería 

tisular como se señala en la Figura 13. 
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3.5. Células Madre Mesenquimales gingivales 

Las células madre son células indiferenciadas, con la capacidad de autorenovarse 

y de dar origen a otros tipos celulares, según el nicho y los estímulos recibidos 122. Según 

su capacidad para comprometerse a diversos linajes diferenciados, se clasifican como 

totipotentes, pluripotentes multipotentes, oligopotentes, o progenitoras (Figura 14) 123.  

Las células madre totipotentes son capaces de dar origen a todas las células de las 

tres capas embrionarias (endodermo, mesodermo y ectodermo). El cigoto, y los tejidos 

extra-embrionarios son un gran ejemplo de este subgrupo 124.  

Las células pluripotentes o embrionarias, son capaces de dar origen a las células 

de las tres capas embrionarias, pero no a los tejidos extraembrionarios 125. 

Las células madre multipotentes, se encuentran en tejidos adultos, y solo pueden 

dar origen a células del tejido, del cual le dio origen a las mismas 126 (Figura 14). 

Dentro de estas poblaciones multipotentes, encontramos a las células 

mesenquimales (MSCs). Dicho término fue acuñado para representar su capacidad de 

diferenciar a distintos linajes 127. Dichas células, fueron aisladas y caracterizadas en 

primera instancia por Friedenstein et al., a partir de tejidos medulares 128. Estas células 

fueron distinguidas y aisladas del resto de las células del componente hematopoyético, en 

base a su adherencia al plástico de cultivo. A su vez, demostraron diferenciarse del linaje 

osteogénico al ser transplantadas in vivo. 

Figura 13. Pilares de la regeneración tisular. El proceso regenerativo requiere la combinación de 

eventos fundamentales, tales como cascadas de señalización regulatorias, presencia en cantidad apropiada 

de células mesenquimales que respondan a las señales biológicas y también un andamio que contenga y 

guíe esa regeneración y que aporte un caudal sanguíneo adecuado. Ilustradora científica: Verónica M. 

Solá. 
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Las MSCs fueron, en una segunda instancia, aisladas y caracterizadas a partir de 

la piel 129,130, de tejidos adiposo 131, de la sangre menstrual 132, de tendones 122, de la 

placenta 134, de líquido amniótico 135, y de otros órganos, tales como el hígado y el pulmón 

136. 

Las MSCs comparten con las células embrionarias los genes Octamer-4 (Oct 4) y 

el estadio específico embrionario AG 4 (SSEA) 137,138. 

El creciente interés por las MSCs llevó a que se investiguen sobre los diferentes 

tejidos bucales. De esta manera, se aislaron MSCs de la pulpa dental (DPMSCs) 139, de 

los dientes deciduos (SHED) 140, del ligamento periodontal (PLSCs), de las papilas 

apicales (SCAP) 141 y de la encía (GMSCs) 142 (Figura 15). 

Figura 14 Jerarquía de las subpoblaciones madre. Toti: totipotente, Pluri: pluripotente, Multi: 

multipotente, Oligo: oligopotente. ESC: Célula madre embrionaria. Ipsc: Célula madre pluripotencial 

inducida, HSC: Células madre hematopoyéticas, NSC: Célula madre neuronal. CMP: Célula progenitora 

mieloide. CLP: Célula progenitora linfoide. adaptado de Sugawara et. al. Ilustradora científica: Verónica 

M. Solá.  
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Figura 15. MSCs en el ambiente bucal. DPMSCs: células mesenquimales de pulpa. SHEDs: células 

mesenquimales de dientes deciduos. GMSCs: células mesenquimales de encía. BMSCs: células 

mesenquimales de médula ósea. SCAP: células mesenquimales de papila apical. Ilustradora científica. 

Verónica M. Solá. 

 

Su identificación resulta compleja, puesto que no poseen un único marcador de 

identidad. Por ello comparten marcadores de superficie con células hematopoyéticas 143. 

Dada la heterogeneidad de las mismas y de la falta de criterios estandarizados para 

su aislamiento y cultivo, la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) estableció 

criterios mínimos. Dichos criterios incluyen: la adherencia al plástico de cultivo con 

morfología fibroblastoide y el patrón de crecimiento clonogénico; la expresión de 

marcadores de superficie CD73, CD90, y CD105, con ausencia de CD14, CD34, CD45, 

CD19, CD11b, CD79a, y HLA-DR. Por último, incluye la capacidad de diferenciación 

celular hacia los linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico 144. 

Las GMSCs, se aíslan del tejido conectivo de la encía libre y adherida. La encía 

es la primera barrera del sistema inmune innato, no solo físico, sino también a través de 

la liberación de citoquinas proinflamatorias y de péptidos antimicrobianos. Tiene su 

origen embriológico en el ectomesenquima de la cresta neural, y se compone de un tejido 

epitelial y conectivo. Posee una notable capacidad de reparación de heridas, caracterizada 

por una marcada reducción de inflamación, una rápida re-epitelización y sin dejar 
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cicatrices, similar a la de un tejido fetal, contraria a la cicatrización propia de la piel 145-

147. El tejido gingival no solo se obtiene de cirugías periodontales de rutina -con un 

mínimo disconfort para el paciente -, sino que en muchos casos es tejido de descarte. 

Estas células, contrariamente a otras MSCs -cuyos orígenes pueden ser de otros tejidos -

, poseen la ventaja, anteriormente mencionada, de una facilidad en la obtención y en la 

cantidad de materia aislable 142. 

 

Figura 16. GMSCs de tejido gingival humano diferenciadas a osteoblastos. A. Forma similar a 

fibroblastos y núcleo extendido B Mitocondrias con morfología extendida y expresión de vacuolas. C 

Fibras de colágeno que forman la matriz extracelular in vitro. Microscopio electrónico de 

transmisión.3000X. Extraído de Sanz et. al. 2015148. 

Las GMSCs han cobrado interés en la investigación regenerativa, y se las postula 

como una opción terapéutica, por sus propiedades de diferenciación osteogénica. en la 

figura 16, se observa a las GMSCs, diferenciadas de los osteoblastos, vistas desde el 

microscopio electrónico de transmisión, donde puede observarse su aspecto 

fibroblastoide y la secreción de la matriz extracelular, principalmente el colágeno 148. 

Tal como ya ha sido explicitado, el ambiente periodontal está constantemente 

expuesto al desafío bacteriano y las GMSCs pueden co-existir en este ambiente 

inflamado. Además de las características anteriormente mencionadas, las GMSCs poseen 

propiedades inmunomoduladoras. Esto se sabe en base a las acciones de las mismas sobre 

la respuesta inmune innata y adaptativa, tal como la supresión de linfocitos NK, de células 

dendríticas y de linfocitos T y B. 

El sistema inmune innato es la primera línea de defensa y comprende numerosos 

tipos de células y moléculas 149. Las GMSCs muestran una potente capacidad 

inmunomodulatoria sobre los receptores tipo toll (TLRs), las células dendríticas (CDs), 

los macrófagos y los mastocitos 150, 151. Los TLRs, moléculas que reconocen patrones 

moleculares asociados a patógenos (PAMP), promueven la activación de la respuesta 

inmune 152,153. Un estudio que constaba en colocar GMSCs en un medio proinflamatorio, 

el cual contenía TNFα, IL-1β, IFN-γ, y IFN-α, demostró la sobreexpresión de los TLRs 
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1, 2, 4, 5, 7 y 10, disminuyendo así la expresión del 6 154. De esta manera, se probó en 

grandes medidas que, son células altamente competentes a la hora de proteger al huésped.  

Las CD, son quienes median la respuesta inmune innata y adaptativa, por el hecho 

de ser células presentadoras de antígenos 155. La prostaglandina PGE2, un mediador de la 

inflamación derivada del ácido araquidónico por la vía de la ciclooxigenasa (COX), 

comanda acciones proinflamatorias como la pirexia, el dolor y la inflamación. La PGE2 

tiene una actividad antiinflamatoria, mediada por el receptor EP3 expresado 

principalmente en células mastocíticas. Las CDs expresan EP4 y su unión a PGE2 

normalmente induce a la producción de IL-23, la cual es proinflamatoria y desencadena 

en la activación de los Th 17 156. De todos modos, a través de la producción de PGE2, se 

reportó que las GMSCs deprimen la maduración y activación de las CDs, reduciendo así 

su capacidad de presentación de antígenos y de esta manera, atenuando la 

respuesta/capacidad inflamatoria 156. Esto podría deberse a la activación de la IL-10, 

mediante la activación mediada por PGE2 del sistema E-prostanoide 157.  

Los macrófagos, por su parte, son componentes esenciales en la respuesta inmune 

innata. Poseen subpoblaciones que pueden ser clasificadas en M1 (proinflamatorios) y en 

M2 (antiinflamatorios) 159,160. Los M2 poseen actividades antiinflamatorias debido al 

perfil de las citoquinas segregadas, estas son, IL-10 y TGF-β 161, las cuales afectan a los 

linfocitos T, como se detallará a continuación. Las GMSCs mostraron una polarización 

hacia un fenotipo M2 vía la secreción aumentada de IL-6, IL-10, GM-CSF y PGE2 162, 

163. 

Las células mastocíticas (CMs), claves en la respuesta inmune innata, son críticas 

en procesos alérgicos y en desordenes inflamatorios 155. Las GMSCs demostraron efectos 

supresivos de las CMs in vitro e in vivo, incluyendo la producción de novo de la citoquina 

proinflamatoria TNF-𝛼, de células mastocíticas activadas humanas (HMC-1) de modo 

contacto célula-célula. Las GMSCs indujeron un bloqueo en la producción de novo de 

citoquinas proinflamatorias por parte de las CMs y se postula que en parte está mediada 

por el eje TNFα/PGE2. Más aún, la administración de GMSCs in vivo suprimió la 

degranulación de las células mastocíticas. Estos efectos fueron descriptos como 

dependientes de la vía COX2/PGE2, mediados por los receptores de PGE2-EP 162. Dichos 

receptores sugieren que el eje TNF-𝛼/COX2/PGE2 constituye un feedback negativo entre 

GMSCs y CMs 142. 

Las GMSCs poseen un efecto supresor dosis dependiente sobre la proliferación y 

la activación de las células mononucleares de sangre periférica humana (PBMC), 
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estimuladas con phytohemaglutinina (PHA) 139 o por linfocitos alogénicos en una mezcla 

de linfocitos reactiva (MRL) 151,152. Aparentemente, las GMSCs poseen la habilidad de 

suprimir la proliferación de los linfocitos activados in vitro 142. Las GMSCs suprimieron 

la proliferación linfocitaria promovida por PHA in vitro por la sobre expresión de IL 10 

y la inhibición de la secreción del triptófano de modo contacto célula-célula, aunque 

también sin contacto célula-célula vía indolamina 2,3-dioxigenasa 150. La citoquina 

proinflamatoria INFγ, secretada por linfocitos activados en el sistema de co-cultivo, fue 

descripta como la señal feedback entre GMSCs y células T 142. Además, se demostró tanto 

in vitro como in vivo que, las GMSCs pueden inhibir la proliferación de las células TH 

17 y simultáneamente promover la expansión de CD4+, CD25+, FoxP3+, células T 

regulatorias (T Regs) -una subpoblación T que es conocida por sus acciones en el control 

en la autoinmunidad 165–168. Se cree que esto es debido a un mecanismo mediado por TGF-

β, involucrando a los macrófagos M2, siguiendo la captación de las células T apoptóticas. 

El último efecto es inducido mediante la vía Fas-ligando, secretada por las GMSCs, 

una proteína trasmembrana tipo II, perteneciente a la familia TNF. Esta, mediante la unión 

con su receptor, induce la apoptosis de los LT. 169. 

En síntesis, las GMSCs son inmunomoduladoras mediante un complejo 

entrecruzamiento de células y moléculas inflamatorias. Las mismas representan una 

promisoria área a explorar para el tratamiento de diversas enfermedades inflamatorias, 

tales como la periodontitis y las autoinmunes 142. 

 

3.5 Las GMSCs en la periodoncia regenerativa.  

Las GMSCs se consideran una prometedora fuente de células madre, para lograr un 

avance en la regeneración periodontal. Esto es, la restitución completa de cemento 

radicular funcional, ligamento periodontal y hueso alveolar. En un estudio realizado en 

cerdos, se aislaron GMSCs del margen gingival y mediante la selección magnética, 

colocadas en una matriz de colágeno o hueso bovino inorgánico, se demostró una notable 

capacidad para la regeneración in vivo 170. Esto desafía el clásico postulado de la 

compartamentalización en la periodoncia, donde se expone que la encía debe ser excluida 

vía regeneración tisular guiada, para lograr la regeneración del ligamento periodontal y 

del hueso 171. Dicho de otro modo, esto demuestra que su tejido conectivo posee células 

multipotentes con un significativo potencial regenerativo. En otro estudio, se utilizaron 

GMSCs en un modelo de defecto óseo de furcación tipo III en perros. Las GMSCs 



Marco Teórico 

35 

 

trasplantadas mejoraron significativamente la regeneración de los tejidos periodontales, 

incluyendo el cemento, el ligamento periodontal y el hueso alveolar 172. 

A su vez, su potencial regenerativo periodontal fue evaluado en otro estudio, donde 

se combinaron GMSCs con una matriz extracelular de ácido hialurónico en un modelo 

porcino de periodontitis. Esto regeneró el periodonto perdido, incluyendo al hueso, al 

ligamento periodontal y al cemento neoformado 173. 

Interesantemente, cuando se transplantaron GMSCs a ratones C57BL/6J por vía 

sistémica, mediante la vena de la cola, las GMSCs migraron a los defectos óseos 

generados en las ratas, promoviendo, de esta manera, la regeneración ósea 163. Estos 

resultados demuestran la capacidad de las GMSCs de migrar hacia el sitio con 

inflamación, donde son requeridas 174. 
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4. Melatonina 

4.1 Síntesis pineal 

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) es una molécula ubicua en la 

naturaleza. Su síntesis no está limitada a los vertebrados, sino que está presente en plantas 

175–177, bacterias 178, unicelulares 179, e invertebrados 180,181. La melatonina está presente 

en las diferentes especies a lo largo de la evolución en el planeta Tierra, con la estructura 

molecular altamente conservada. Se ha evidenciado su presencia en cianobacterias, las 

cuales datan de millones de años atrás en la evolución 182. Su ubicuidad en los diferentes 

organismos -tanto unicelulares como multicelulares -, desde eras prehistóricas, indica su 

importante función en las células. En mamíferos, es sintetizada principalmente por la 

glándula pineal 183 y otros órganos, tales como el intestino 184,185, los pulmones 186 y el 

páncreas 187 . 

La melatonina, se aisló por primera vez en 1958 por Lerner et. al.188, los cuales 

intentaron aislar el factor pineal responsable del aclaramiento en la piel de los anfibios.  

La síntesis de dicha hormona inicia con el aminoácido apolar triptófano, el cual 

sufre transformaciones hasta su conversión en serotonina. Esta, luego va a ser intervenida 

por dos enzimas claves. El primer paso es la N-acetilación por la arilalquilamina N-

acetiltransferasa (AANAT) y su forma fosforilada, PAANAT, para dar como producto a 

la N-acetil serotonina. La AANAT sufrirá un drástico aumento de su actividad durante la 

noche, contrariamente, su actividad se inhibe con el inicio de la luz y se considera una 

enzima clave en la síntesis de esta hormona. Más aun, se considerará como un limitante 

primario de la síntesis de melatonina. El último paso, consiste en la transferencia de un 

grupo metilo de la adenosilmetionina al grupo 5 hidroxi de la N-acetilserotonina para dar 

como producto final a la melatonina. Esta última reacción es catalizada por la enzima 

acetil serotonina –O-metiltransferasa (ASMT), antiguamente denominada hidroxindol-

O-metil transferasa (HIOMT) o acetilserotonina O-metiltransferasa. Esta enzima, a 

diferencia de la AANAT, no sufrirá variaciones según el ciclo nocturno-diurno, por lo 

cual se la considera un regulador circadiano menor. 189–191. La conservación de estos pasos 

de síntesis, a lo largo de las diferentes filogenias, demuestra su alta conservación de 

estructura molecular 192 (Figura 17). 

 



Marco Teórico 

37 

 

 

Figura 17. Síntesis de melatonina. Esquema de su síntesis a partir del aminoácido triptófano con las 

enzimas participantes. Ilustradora científica: Verónica M. Solá. 

 

La retina de los mamíferos ejerce una importante función en cuanto a la síntesis 

de la melatonina, mediante el sistema fotoneuroendócrino. Mientras que la luz estimula 

de manera directa a la glándula pineal en vertebrados inferiores y aves. Esto se ve 

reflejado en que los animales expuestos a la luz artificial nocturna, experimentan un 

decrecimiento de la síntesis de melatonina. 

En base a diferentes estudios, se estableció un modelo de regulación pineal. La 

vía neural que es influenciada por la luz ambiental y sigue el circuito neuronal retina-

tracto retinohipotalámico, núcleo supraquiasmático, hipotálamo periventricular, columna 
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intermediolateral torácica de la médula espinal, ganglio cervical superior, nervios 

carotideos internos y glandula pineal. A su vez, la neurotransmisora norepinefrina 

liberada de las terminales simpáticas en la noche, activa receptores β-adrenérgicos 

postsinápticos acoplados al sistema adenilato ciclasa-AMPc. De esta manera, con un 

aporte de receptores α1B-adrenérgicos se activa la fosfolipasa Cβ, lo que conduce a 

aumentos en Ca2+, proteína quinasa C y calmodulina quinasas. Estos procesos 

conjuntamente estimulan la síntesis de melatonina y su liberación. Debe notarse que la 

presencia adicional de vías pinealopetales centrales peptidérgicas y de numerosos 

receptores hormonales, indica que la regulación de la biosíntesis de la melatonina es más 

compleja y multifactorial de lo que comúnmente se infiere del esquema de la figura 18 

192. 

 

Figura 18. Sistema fotoneuroendócrino. RET: Retina, TRH: Tracto retinohipotalámico, CIL: Columna 

intermedio lateral de la médula espinal, GC: Ganglio cervical superior, GP: Glándula pineal, +NA: 

noradrenalina, efector positivo de la síntesis de glándula pineal. Ilustradora científica: Verónica M. Solá. 

  

De esta manera, el pico máximo de melatonina se logra a las 2 am con 150 pg/ml 

séricos. 

El metabolismo de la melatonina es rápido. Su vida media oscila entre los 45 y 65 

minutos. Más del 90% de la melatonina es metabolizada en el hígado. En primer lugar, 

es hidroxilada en la posición 6 por subunidades del citocromo p450. La 6-
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hidroximelatonina es conjugada con sulfato y en menor medida, con ácido glucurónico. 

Estos conjugados son excretados por orina 193-196. 

4.2 Síntesis extrapineal  

La melatonina no solo es sintetizada en la glándula pineal, sino que también se 

han identificado múltiples sitios de síntesis como en el tracto reproductivo 197, en el 

gastrointestinal 198, en la leche materna, en riñones e hígado, entre otros, donde cumpliría 

funciones parácrinas 199. Interesantemente, también se identificó su síntesis en glándulas 

salivales 200 y en la encía 201.  

4.3 Receptores de Melatonina 

Los efectos de la melatonina en el organismo incluyen dos vías principales, dentro 

de las cuales una está mediada por receptores y la otra es independiente de los receptores, 

de la cual se detallará en posterioridad. Los receptores de melatonina incluyen los de 

membrana y los nucleares. Los dos receptores de membrana, pertenecientes a la familia 

de proteínas fijadoras de nucleótido de guanina (proteína G), son el MT1 Y MT2. La 

activación del MT1 está vinculada a las respuestas asociadas a la inhibición de AMPc a 

través de proteínas G. Esto logra el incremento del calcio citosólico vía Gq11 195.  

Tanto el MT1, como el MT2, se acoplan a vías dependientes de fosfolipasas. Los 

receptores MT1 se encuentran relacionados a funciones metabólicas y vasoconstricción, 

mientras que los MT2 están envueltos en el control de los ritmos circadianos y en la 

liberación de dopamina en la retina y en la vasodilatación. A su vez, están involucrados 

en la diferenciación osteogénica de MSCs. Además de los ya mencionados receptores, se 

identificó una quinona reductasa, a la cual se la llamó MT3. Sin embargo, esta enzima no 

cumple con los requisitos para ser llamada ´receptor´ y está relacionada al metabolismo 

de la célula 202. 

En este sentido, se reportaron receptores huérfanos en el núcleo. Estos son los 

ROR, dentro de los cuales hay tres subclases, estos son (α, β, γ) y cuatro variantes de 

empalme para el subtipo α-. Solo la variante de empalme c de los subtipos RORα y RORγ, 

están relacionados a las acciones de melatonina en el núcleo. Algunos de los efectos a 

nivel genómico de la melatonina están relacionados a su interacción con estos tipos de 

receptores. Esta, a su vez, interactúa con proteínas citosólicas incluyendo la calmodulina 

y calreticulina, las cuales están vinculadas a la regulación del citoesqueleto y al control 

de los receptores nucleares respectivamente 203.  
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4.4 Acciones protectoras de la Melatonina 

La melatonina estimula la síntesis de enzimas antioxidantes. Se incluye la 

glutatión peroxidasa y la glutatión reductasa 204, 205. Más aun, la melatonina regula 

positivamente la síntesis del glutatión, mencionado previamente 206.  

De esta manera, cuando la melatonina funciona como removedora de radicales 

libres, uno de sus resultantes es el metabolito C3OHM. En el testeo de dicho metabolito, 

teniendo en cuenta su capacidad antioxidante, se probó su efectividad en la remoción de 

radicales libres. Así como lo son también los siguientes metabolitos que forman N-acetil-

N-formil-5-methoxykynuramina y N-acetyl-5-methoxikinuramina. A partir de lo 

definido como la ´cascada antioxidante de la melatonina´, la primera, la segunda y la 

tercera generación de metabolitos ha demostrado ser efectiva, como ´barredor´ de 

radicales libres. Esta cascada neutraliza cerca de diez radicales , lo cual contrasta con los 

antioxidantes clásicos, los cuales detoxifican una sola molécula oxidante 207,208.  

La habilidad de melatonina para reducir el EO mediante la remoción de radicales 

libres, es directamente proporcional a su concentración. A mayores concentraciones, 

mayor disponibilidad de moléculas para interactuar con los ROS, y de esta manera 

disminuyendo el daño oxidativo y enfermedades relacionadas 21. 

Más aun, cuando la melatonina aumenta la síntesis de glutatión 209, se produce un 

efectivo antioxidante intrínseco celular. También es sinérgica con otros antioxidantes 

clásicos, para la mejora del potencial reductor de los tejidos y de los fluidos 196,197. Estas 

acciones antioxidantes indirectas llevaron a postularla como un factor clave endógeno en 

la limitación del daño por estrés oxidativo.  

Cuando se comparó la capacidad antioxidante total de la sangre humana con las 

concentraciones endógenas de melatonina tanto diurnas como nocturnas, se encontró que 

estos parámetros estaban positivamente correlacionados. Esta correlación documenta, 

que no solo los niveles farmacológicos de melatonina, sino también las concentraciones 

fisiológicas, probablemente brinden protección contra los ROS 210. 

4.5 Melatonina inmunomoduladora 

La melatonina, regula de modo pleiotrópico al sistema inmune. Algunos autores 

la proponen como una estimuladora de dicho sistema, mientras que otros describen 

propiedades antiinflamatorias. Por este motivo fue denominada como un ´buffer 

inmunológico´211.  
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Para comenzar, las células del sistema inmune sintetizan melatonina 212. El 

sistema inmune actúa mediante dos formas, una innata y otra adquirida. La primera 

incluye mecanismos de defensa presentes de modo constitutivo en el organismo, incluso 

antes de que se presente el desafío patogénico. Esto garantiza una rápida respuesta. Estos 

mecanismos responden, con la misma intensidad, al mismo desafío patogénico. Los 

PAMP, son estructuras compartidas entre varios patógenos, esto es, por ejemplo, el 

lipopolisacárido en las bacterias Gramm negativas. Los componentes celulares de dicho 

sistema inmune incluyen a las CD, macrófagos, los PMN, los basófilos, los eosinófilos y 

a las células natural killer. Su componente soluble comprende citoquinas como el TNFα, 

IL 6 y 8 213. 

La respuesta inmune adquirida, en contraste, se ve incrementada ante la 

exposición creciente de un patógeno específico 214. El componente celular está 

representado principalmente por los linfocitos B y T, mientras que el componente soluble 

comprende las inmunoglobulinas, las citoquinas 17, 18, 23, entre otras. Los anticuerpos 

se unen a patógenos específicos y los marcan para que posteriormente los macrófagos 

activados los fagociten. La inmunidad celular actúa sobre microorganismos intracelulares 

y mediados principalmente por LT CD8+, quienes reconocen y destruyen células 

infectadas. Los linfocitos T helper (TH CD4+) son claves en la regulación y coordinación 

de la respuesta inmune innata, mediante la producción de una amplia variedad de 

citoquinas. Basadas en estas últimas, las células TH se pueden diferenciar en cuatro 

fenotipos TH1, TH2, TH17 (fenotipos efectores), y células T reguladoras. Estas últimas 

controlan que no haya respuestas excesivas por parte de los fenotipos efectores. Las TH1 

secretan citoquinas como IFNγ, promoviendo así la inflamación. Por otro lado, las TH2 

producen citoquinas como la IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Este fenotipo de células T 

contribuye a la regulación humoral y a las respuestas antiinflamatorias. Por su parte, los 

TH 17, producen IL-17, que posee un efecto pro inflamatorio. En suma, se considera a 

los TH1/TH 17 de perfil pro inflamatorio y a las TH2/TH reguladoras, antiinflamatorias 

215,216. 

Hay evidencia de la existencia de comunicación entre el sistema inmune y el 

sistema neuroendocrino, siendo la misma bi-direccional. La glándula pineal y la 

melatonina, son miembros de este sistema. La ablación pineal provoca pérdida de peso 

en tejidos linfoides primarios y secundarios, y un decrecimiento en los componentes 

celulares asociados con la respuesta innata y adquirida. También se producen reajustes a 

nivel circadiano en las diferentes estaciones. 
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La glándula pineal también es un target inmune. El IFNγ demostró un incremento 

en la producción de melatonina, en cultivo in vitro de glándula pineal de rata. La 

administración de IL-1β inhibió la melatonina sérica por un mecanismo mediado por 

receptores. También, el factor estimulante de colonias de granulocitos estimuló la síntesis 

de melatonina tanto in vivo como in vitro 221. Más aún, se ha formulado la hipótesis de 

que la supresión de producción nocturna de melatonina está acompañada por el 

incremento de la inflamación. La transcripción de la AANAT, fue suprimida mediante la 

administración de TNFα. Sumado a esto, el incremento del TNFα, luego de las cesáreas, 

va acompañado de la supresión de la melatonina nocturna 218.  

Muchos estudios sugirieron la síntesis de melatonina por parte de las células del 

sistema inmune, es por ello que se postula que actuaría como una hormona 208. Ya, en los 

años 80, se descubrió que las células de sangre periférica eran capaces de sintetizar 

melatonina in vitro en presencia de IFN γ y serotonina 221. Esto es consistente en un 

reciente de estudio donde se describieron la AANAT, su forma fosforilada P AANAT y 

ASMT, en células del sistema inmune en bazo y médula ósea 222. 

Si bien se conoce la producción de melatonina en células y en órganos del sistema 

inmune, poco se sabe acerca de los mecanismos de acción de la misma. Sin embargo, 

Carrillo-Vico et. al., demostraron que los linfocitos humanos producen grandes 

cantidades de melatonina in vitro y que la misma modula las citoquinas IL-2 223. Estas 

reacciones, estarían mediadas por el receptor de la IL-2, el R IL-2. 

Cuando a células Jurkat, se le suministraba el antagonista de receptor de 

melatonina no selectivo, el luzindol, producía una disminución en la IL-2. Esto muestra 

la acción de melatonina mediada por receptores 224. 

En la respuesta inmune innata, la melatonina aumenta la cantidad de linfocitos 

NK y su actividad 225. En adición, aumenta el tamaño de los órganos inmunes, tanto en 

animales inmunocomprometidos como normales 226, 227. 

A su vez, la melatonina aumenta la quimiotaxis de células inmunes. Los efectos 

quimiotácticos se demostraron con neutrófilos de sangre periférica in vitro en respuesta a 

la aplicación de melatonina 228.  

Las citoquinas clave de la inflamación son el TNFα, IL-1β e IL-6. Los 

esplenocitos tratados con altas dosis de melatonina (500 mg/kg) produjeron altos niveles 

de IL-1β 229. A su vez, el trauma causado por hemorragia producida en ratones, originó 

un estado de inmunosupresión, con bajos niveles de IL-1β e IL-6, los cuales fueron 

restaurados por el suministro de melatonina 230. Más aun, la preincubación con melatonina 
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de los monocitos, aumentó la respuesta de los mismos al LPS. De esta manera, la 

melatonina actúa de modo diferente en distintas situaciones del sistema inmune. Por 

ejemplo, la melatonina redujo los niveles de citoquinas proinflamatorias en la inflamación 

pulmonar producida por ataque cardíaco 231,232. La melatonina disminuyó, a su vez, la 

expresión de la quemoquina IL-8, en fibroblastos humanos 233 y en neutrófilos de sangre 

periférica activados con LPS 234. Otro ejemplo de la acción dual de la melatonina, consta 

en que en los neutrófilos cultivados con bajas dosis de melatonina (10 nM) se incrementó 

la respuesta, mientras que a altas dosis (2 mM) la inhibió 235. 

La respuesta inmune adquirida, es aumentada cuando el estado basal es la 

inmunosupresión 236. Del mismo modo, la melatonina restauró los niveles de Ig G e Ig M 

en ratas con déficits de las mismas, producidas por la edad 237. Más aun, la melatonina 

restauró la inmunosupresión producida tanto por dexametasona o por edad avanzada en 

ardillas 238. La melatonina también incrementa la proliferación de LB y la respuesta TH 

1 (por producción de IL-2 e IFNγ), decreciendo la respuesta TH 2 e IL-10 en ratones 

viejos 239 Por otro lado, la melatonina ha demostrado estimular la producción de IL-4 por 

parte de los LTH 2 en la médula ósea 240 El sueño temprano produce un balance de 

citoquinas inclinado hacia la LTH 1, mientras que la TH 2 domina durante el sueño tardío. 

Se observa también durante esta etapa del sueño, una abrupta caída en los niveles de LT 

CD 8+ productores de TNF α 241 sugiriendo, de este modo, una correlación entre 

melatonina y respuesta de perfil TH 2 242. 

En conclusión, la melatonina parece tener efectos duales en el sistema inmune y 

podría ser denominada como ´buffer´ inmunológico debido a su gran adaptabilidad a los 

diferentes desafíos que se plantean en la complejidad del sistema inmune. 

 

4.6 Melatonina en el ambiente periodontal 

Sobre la base de los conceptos anteriormente abordados, y teniendo en cuenta la 

personalización de las terapias periodontales 243, se propondrán nuevas estrategias para la 

prevención y el control de la periodontitis. Dichas estrategias implicarán el control del 

estado inflamatorio y de enfermedades asociadas, como la diabetes, la obesidad 244, el 

tabaquismo y el alcoholismo crónico 70. Es decir, que al controlar la respuesta inflamatoria 

asociada con la gingivitis (a través del desbridamiento mecánico y la quimioterapia 

adyuvante), el cambio resultante en el entorno subgingival reducirá el suministro de 

nutrientes a la microbiota subgingival (particularmente los patógenos periodontales 
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asacarolíticos que degradan los péptidos de colágeno a aminoácidos libres, que 

proporcionan una fuente de energía). Por lo tanto, al controlar o resolver la respuesta 

inflamatoria, es posible contener la infección y crear un ambiente propicio para la 

reversión de la disbiosis bacteriana, a una bacteria comensal comparable con la salud 

periodontal. 

Dado que la periodontitis se relaciona con una inflamación promotora del 

crecimiento y del desarrollo de bacterias periodontopáticas, se debe controlar el estado 

inmunoinflamatorio para poder controlar el desarrollo de la biopelícula periodontopática. 

Por ello, se estudiará a la melatonina como agente quimioterápico adyuvante en las 

terapias periodontales básicas y correctivas.  

Kara et al., demostró las acciones protectoras de la melatonina en periodontitis 

inducida en ratas. Luego de la inducción de la periodontitis mediante la técnica de 

ligadura, se midieron diversos marcadores de inflamación y de estrés oxidativo. Se 

redujeron drásticamente la IL-1β, TNFα e 8-hidroxi-2´deoxiguanosina en el tejido 

gingival. Más aún, la melatonina estimuló la producción de glutatión 245.  

Otro estudio similar de Arabaci et. al. demostró la efectividad de la melatonina 

mediante varios marcadores. Luego de inducir periodontitis en ratas, obtuvieron muestras 

de sangre y mandíbulas. La melatonina redujo el marcador sérico de resorción ósea, el 

carboxilo-terminal del colágeno tipo I e incrementó la fosfatasa alcalina (FAL). Por otra 

parte, la resorción ósea alveolar y la mieloperoxidasa fueron notablemente mayores en el 

grupo con periodontitis sola. Más aún, el RANKL y la actividad de los osteoclastos fueron 

menores en los grupos tratados con la melatonina 246.  

La melatonina también demostró efectividad en ratas con periodontitis y 

comorbilidades tales como la diabetes 247 y estrés oxidativo inducido por radiaciones 

ionizantes 248.  

A su vez, en estudios clínicos realizados por Cutando et. al. 249, 250 se demostró 

que la aplicación de la melatonina en el ambiente periodontal inflamado, reducía los 

biomarcadores de inflamación y aumentaba los de formación ósea. 

En suma, la melatonina es ampliamente estudiada en el ambiente periodontal, con 

resultados prometedores para poder luego llevarlos a la práctica 
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 4.7. La Melatonina modula la homeostasis ósea 

 

La melatonina posee influencia en el remodelado óseo. Es así que se encontró una 

relación inversamente proporcional entre los picos de la melatonina en la fase nocturna y 

la resorción ósea 18, 252. Esto se justifica con el hecho de que genes de los osteoblastos 

también presentan aumentos y disminuciones siguiendo un ciclo de 24 h. Estos genes son 

inducidos por la melatonina. En ratones, Runx2, Bmp2, Bmp6 y Bglap poseen un ritmo 

circadiano que coincide con el ciclo de luz-oscuridad. Sumado a esto, la proteína ´reloj´ 

Per2 también tiene un notable aumento durante la noche cuando los picos de melatonina 

son altos 251. Recientemente se descubrió la síntesis de melatonina siguiendo un ritmo 

circadiano en células de la médula ósea. La enzima clave para su síntesis, la AANAT, su 

forma activa, la P-AANAT y en menor medida la ASMT, tienen variaciones circadianas. 

Más aún, la cantidad de melatonina encontrada en homogenatos de medula ósea eran 

miles de veces mayores que los encontrados en glándula pineal de ratas 211.  

La melatonina ejerce funciones en la remodelación ósea principalmente por su 

influencia en el desarrollo y mantención de los osteoblastos. Esto es, mediante los 

receptores MT2, en MSCs, promueve su diferenciación a osteoblastos 252. Dichos 

osteoblastos suprimen la actividad de los osteoclastos mediante la secreción de 

osteoprotegerina. Sumado a esto, la melatonina neutraliza a los ROS que existen en el 

ambiente de resorción ósea, de esta manera también inhibe la diferenciación del 

osteoclasto 6. Para lograr esto, la melatonina se une al receptor MT2, que, mediante la 

cascada de señalización vinculada a las MAPK, estas son la ERK1/2, p-38 o JNK, inducen 

la expresión de genes osteogénicos tales como Runx2, Bmp2, y osterix y osteocalcina. 

Las BMPs son críticas para la osteoblastogénesis. Las mismas se unen a los receptores de 

las mismas localizados en osteoblastos y fosforilan a las proteínas Smad. La melatonina 

también puede aumentar la producción de FAL. En un estudio, demostraron que este 

incremento es producido por la vía anteriormente descripta, esto es, MT2, MEK, ERK1/2 

253-255.  

Más aún, la melatonina tiene inferencia en cuanto a la comunicación entre 

osteoblastos y osteoclastos. En una investigación reciente, se observó que la melatonina 

ejerce sus efectos inhibitorios en la osteoclastogénesis solo en los co-cultivos de MSCs 

humanas con monocitos de sangre periférica que estaban en contacto entre sí, a diferencia 

de las células que no estaban en contacto entre sí, solo sus citoquinas (RANK-RANKL-

OPG) interactuaban a travez de un sistema de cultivo donde se separaban los dos tipos 
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celulares anteriormente mencionados. Este estudio confirmó también, la relevancia del 

receptor MT2 de melatonina en la diferenciación y de la cascada ERK1/2, ERK5. El 

aumento de MEK 1/2 ERK 1/2 inhibe la vía de PPARγ. Esta última, es clave para que la 

MSC se diferencie a célula adipogénica y no osteogénica. Por otro lado, el MEK5/ERK5 

aumenta la expresión de Runx2, NFĸB y GLUT4, esenciales para la diferenciación 

osteogénica 254. 

En resumen, se puede afirmar que la melatonina es una molécula extremadamente 

clave, para el proceso de la osteogénesis, sumado a su rol activo en la integridad de las 

células óseas (Figura 19). 

 

Figura 19. Efectos de la Melatonina y de las GMSCs sobre células inmunes y óseas. Las GMSCs 

estimulan la subpoblación macrofágica antiinflamatoria M2, a su vez que inhibe la subpoblación 

proinflamatoria. El anión superóxido es removido por la melatonina, impidiendo que el mismo destruya a 

las MSCs, a la vez que mediante el receptor MT2, promueve la diferenciación del osteoblasto. Dicho 

osteoblasto producirá OPG, la cual se unirá al RANKL, produciendo que el OC entre en apoptosis. El anión 

superóxido puede generar la diferenciación de OC con y sin mediación del receptor nuclear NFĸB. Las 

células T y B, estimuladas por la agresión bacteriana, producirán también RANKL. Por ende, la melatonina 

actuará, por un lado, protegiendo la integridad de las GMSCs ante la injuria oxidativa y, por el otro, 

promoviendo su diferenciación de OB, que disminuirá la proporción RANKL: OPG, favoreciendo así el 

anabolismo óseo. Ilustradora científica: Verónica M. Solá. 
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5. Trabajos previos de nuestro laboratorio 

Nuestro laboratorio tiene vasta experiencia en el estudio de la melatonina y de los 

ritmos circadianos por cuanto ha estudiado los efectos de la desregulación de los mismos, 

a través de denervaciones y pinealectomías y de su repercusión en crías de rata 256–258. La 

alteración del status oxidativo y anímico en ratas con alteraciones de fase en los ciclos 

diurnos-nocturnos 259. Así mismo, se han estudiado los efectos del diazepam y de la 

melatonina en la regulación de dichos ritmos alterados 260. Más aún, se estudiaron las 

oscilaciones circadianas de síntesis de melatonina en células ganglionares de embriones 

de pollos 261. 

Dada la importancia del glutatión, como defensa antioxidante en las células, el 

laboratorio también ha estudiado las actividades protectoras de la melatonina en células 

intestinales, ante las injurias que implicaban la depleción de glutatión en las mismas. 

Dicho estudio investiga la depleción anteriormente mencionada, mediante el agregado de 

DL-buthionina sulfoximina (BSO) 262. Más adelante, este modelo fue usado con algunas 

modificaciones mediante el agregado del glutamato (GLUT) in vivo e in vitro en células 

ganglionares, demostrando el efecto protector de la melatonina. Dicho modelo produce 

EO endógeno mediante la depleción de glutatión con el consecuente aumento de las ROS 

tales como anión superóxido (Figura 20). El GLUT, por un lado, inhibe la captación de 

cisteína, aminoácido limitante, clave para la síntesis de glutatión al mismo tiempo que 

aumenta la captación de iones Ca 2+. El BSO, por su parte, inhibe la enzima 

glutamatocisteína ligasa, enzima clave y limitante en la síntesis del glutatión. Este 

aumento de las ROS desencadena la muerte celular por apoptosis 263. Este modelo nunca 

se probó en GMSCs, y como se mencionó anteriormente, la periodontitis está asociada, 

no solo al EO producido principalmente por los PMN, sino también a una depleción del 

glutatión en las células del ambiente periodontal 6.  

En las últimas décadas, la melatonina ha sido estudiada como potenciadora de la 

diferenciación osteogénica, aunque no se conocen sus efectos sobre la subpoblación 

madre GMSCs, cuya función regenerativa es dicha diferenciación. En otras palabras, 

existe una necesidad de estudios que contribuyan al entendimiento del comportamiento 

de GMSCs en el daño relacionado al EO, de la melatonina como diferenciadora a células 

osteogénicas en dicha subpoblación madre y, por último, la influencia de este daño a la 

capacidad diferenciadora y al rol protector de melatonina que conducen a la realización 

de este trabajo de tesis.  
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Modelo propuesto de daño celular y de acción de la Melatonina 

 

Figura 20. Representación gráfica del mecanismo propuesto para el modelo de daño celular 

relacionado al estrés oxidativo endógeno de BSO+Glutamato sobre las GMSCs. El glutamato, por un 

lado, limitaría el ingreso de la cisteína a la célula, y por otro, promovería el ingreso de Ca+2 a la célula, que 

en daría como resultado la apoptosis. En adición, el BSO inhibiría a la enzima clave para la síntesis del 

GSH. melatonina neutralizaría el exceso del anión superóxido y de esta manera rescataría a la célula de 

una muerte programada. Ilustración científica: Verónica M. Solá. 
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Hipótesis 

La melatonina ejerce un efecto protector y favorece la diferenciación osteoblástica 

de células mesenquimales de origen gingival. 
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Objetivos 

Objetivo General 

Estudiar el efecto antioxidante, antiapoptótico y diferenciador de la Melatonina (melatonina) 

sobre un sistema in vitro de células mesenquimales de encía de rata.  

Objetivos específicos 

Parte 1 

1) Establecer y caracterizar cultivos primarios de células mesenquimales de encía de 

rata. 

 

Parte 2 

2) Desarrollar un modelo de daño celular en cultivos primarios de células mesenquimales 

de encía de rata. 

3) Estudiar los efectos antioxidantes y antiapoptóticos de la melatonina en el modelo de 

daño celular establecido en células mesenquimales de encía de rata. 

Parte 3 

4) Promover y caracterizar la diferenciación de células mesenquimales de encía a 

osteoblastos utilizando melatonina.  

5) Estudiar la influencia del daño celular del modelo desarrollado en el objetivo 2 en la 

diferenciación osteogénica de GMSCs y el rol protector de la melatonina en cada 

estadio. 
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Materiales y Métodos  

1. Animales de laboratorio 

Consideraciones bioéticas  

Los protocolos utilizados para la experimentación con animales fueron aprobados 

por el Comité Institucional para el cuidado y el uso de animales de Laboratorio, Facultad 

de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Córdoba [CICUAL-FCM. (RHCD 

674/09)] en base a lo abordado en la Guía de Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio 

del National Institute of Health, Directiva 86/609 Comunidad Económica Europea y 

otras. Las ratas sometidas a eutanasia fueron tratadas siguiendo las recomendaciones 

expuestas por la American Veterinary Medical Association (AVMA) en su Guía para la 

Eutanasia de Animales 264. Para ello, se utilizó Isofluorano [1-cloro-2, 2, 2-trifluoroetil 

difluorometil éter; (Baxter health care)] y se cercioró el deceso de los animales mediante 

la dislocación cervical.  

El modelo animal utilizado fue la cepa Wistar hembra de 150 ± 50 gr. de peso 

corporal. Se utilizaron diez ratas para realizar todos los experimentos. Las mismas 

estuvieron bajo un ciclo de 12 h de luz / 12 h de oscuridad. La rutina de limpieza del 

bioterio es de 3 veces/semana. El bioterio posee temperatura y humedad controlada en la 

sala. El alimento balanceado (Pilar-Gepsa, Córdoba) y el agua fueron administrados en 

forma ad libitum. Dichas cepas proceden del bioterio de INICSA-UNC y fueron 

hospedadas en jaulas convencionales. 

 

2. Tejido gingival para la realización del cultivo primario de GMSCs. 

Luego de la eutanasia y bajo campana de flujo laminar, se aseptizaron los animales 

con etanol al 70% y se procedió a realizar el preotocolo según Gronthos et al.140 con 

algunas modificaciones. Brevemente, se resecó la encía vestibular y palatina superior e 

inferior con bisturí 15 c (Ribbel, India). Se eliminó el epitelio de las muestras y se 

enjuagaron los restos de sangre con PBS seccionándolo en trozos más pequeños. Luego, 

fueron colocados en una solución de tripsina al 0,6% (Gibco, USA) en agitación continua, 

a temperatura ambiente, durante tres horas. La agitación mecánica permitió que la 

solución penetrase en este tejido, caracterizado por ser muy fibroso, actuando de manera 

sinérgica con el efecto de disgregación enzimática.  
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Una vez obtenidas las células en suspensión, se centrifugaron a 1000 rpm durante 6 

minutos y el pellet de células fue resuspendido y trasladado a una botella de cultivo de 25 

cm2 con 5 ml de medio mínimo esencial (MEM, Invitrogen, USA) y SFB 10% (Natocor, 

Córdoba, Argentina) con gentamicina al 1% (Klonal, Argentina) en una estufa para 

cultivo celular a 37°C con 5% de CO2 y humedad al 90%.  

Cuando las células llegaron a una confluencia del 90% (pasaje 0, P0), se repicaron 

en una proporción de 1:2 con una solución de tripsina-EDTA 0,25% en PBS durante dos 

minutos. Para expandir las células y reducir el número de animales necesarios, todas las 

células del P1 fueron trasladadas a botellas de 75 cm2.  

 

  

Figura 21 Secuencia quirúrgica para la obtención de encía de rata A. Rata hembra de 1.5 meses de 

edad B. Mesa de trabajo que aseguraba la asepsia en la escisión de la encía. C. Aislamiento absoluto del 

campo quirúrgico D. Trozos de encía resecada y desepitelizada lista para su posterior procesamiento. 

 



Materiales y Métodos 

53 

 

3. Cultivos celulares 

Los cultivos celulares fueron realizados en colaboración con el Laboratorio de 

Cultivo Celular, Instituto de Virología JM. Vanella, dirigido por el Bioq. Juan Javier 

Aguilar. 

Los medios de cultivos fueron preparados según instrucciones del fabricante, y su 

esterilización se realizó mediante filtros de nitrocelulosa [0,22 μm (Jet Bio-Filtration 

Co.)]. Los suplementos y drogas de pequeño volumen fueron esterilizados con filtros para 

jeringas de nylon [0,22 μm, (Jet Bio-Filtration Co.)]. Las puntas para micropipetas [10 

μl, 200 μl, 1000 μl; (Jet Bio-Filtration Co.)] y microtubos [1 ml, 1,5 ml; (Axygen 

Scientific)] fueron esterilizados por autoclave (descartable). Las pipetas graduadas de 

vidrio fueron esterilizadas a 180 ° C. Los tubos de reacción [15 ml, 50 ml; (Jet Bio-

Filtration Co.)], placas de cultivo [p100, p150; (Greiner Cellstar, Sigma-Aldrich)], placas 

de múltiples pocillos [MW12, MW24, MW48, MW96; (Jet Bio-Filtration Co.)], y 

botellas para cultivo [T25, T75, (Jet Bio-Filtration Co.)] fueron descartables. El manejo 

de cultivos celulares se llevó a cabo en una cabina de bioseguridad clase II (ESCO AC2-

451), en condiciones de esterilidad con uso de guantes, barbijo y cofia.  

Los cultivos utilizados fueron incubados en sus respectivos medios de cultivo en 

estufa de cultivo (Sanyo MCO 17 AC) a 37 °C, atmósfera saturada de agua y 5 % de CO2. 

Para la cuantificación de células, se utilizó un hemocitómetro y para estimar la viabilidad 

celular general se utilizó el colorante vital Trypan Blue (Sigma, USA). Luego, para cada 

experimento se hizo el conteo celular correspondiente. 

Los cultivos se sometieron a controles institucionales por contaminación con 

micoplasma spp., mediante visualización fluorescente de Hoeschst 33342 [Molecular 

Probes, (Invitrogen)]. 

De algunos cultivos celulares primarios, se generó un stock criopreservado a -200 ° 

C en N2 líquido. Brevemente, los cultivos de células adherentes fueron lavados con Buffer 

Fosfato Salino (PBS) y tratados con Tripsina/EDTA (Gibco, Life Technologies) durante 

4 min y dicha reacción enzimática se detuvo con SFB (Natocor, Córdoba, Argentina). Las 

células recolectadas en suspensión, fueron centrifugadas (Spectrafuge 24D) a 1000 rpm 

por 3 minutos, cuantificadas y resuspendidas en SFB con el aditivo del crioprotector 

Dimetil Sulfóxido [DMSO (Cicarelli, Argentina)] en crioviales (Tarsons). Dichos 

crioviales fueron atemperados a -80 ᵒC durante 48 h antes de ser trasladados a tanque de 

nitrógeno para su almacenamiento (Taylor Wharton). Para su descongelado, los crioviales 
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fueron sometidos T° ambiente y su contenido inmediatamente volcado en botellas de 

cultivo celular de 25 cm2 a densidad óptima acorde a la cuantificación de células viables. 

Se les adicionó MEM (invitrogen), Al día siguiente, al ver células pegadas, se retiraba 

todo el medio para evitar la toxicidad del DMSO y se lo reemplazaba por medio fresco 

(MEM+SFB 10%). Todos los experimentos se realizaron en dicho medio, con diversas 

modificaciones como se detallará más adelante. Previamente a cada experimento, se 

realizó un conteo celular mediante cámara de Neubauer, para lograr uniformidad en el 

número inicial en cada siembra. 

Se monitorearon los cultivos todos los días por observación directa al microscopio 

óptico, observándose un crecimiento lento en los primeros días, acrecentando su 

velocidad a partir del día 7 u 8. Sólo se hizo cambio de medio en el día uno, en el cual 

adhirieron a la botella de cultivo, a fin de enjuagar las células hematopoyéticas, 

principalmente eritrocitos. El medio se mantuvo igual en los subsiguientes días para 

favorecer los factores de crecimiento secretados por las células. 

4. Análisis de la expresión de genes característicos de MSCs  

Las células madre mesenquimales deben presentar marcadores positivos para CD 

73, CD 105 y negativos para CD 45, CD 34 144. Es por ello que se procedió a realizar el 

análisis de los transcriptos de RNAm codificantes para dichos marcadores de superficie. 

Esto se realizó mediante la reacción de la cadena de polimerasa con transcriptasa inversa 

(RT-PCR). 

Todos los experimentos de RT-PCR fueron realizados en colaboración con el Dr. 

Adrian Farías del laboratorio de Enterovirus del INVIV, siguiendo un protocolo 

preestablecido para la extracción del ARNm 265. La restante parte del protocolo se realizó 

de acuerdo a la caracterización de Yusop et al. 266 para el diseño de los primers y las 

diferentes T° de annealing. 

 

4.1. Extracción de ARNm 

Para la extracción de ARNm se utilizó el método comercial EASYPURE RNA Kit 

de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Brevemente, se colocaron 560 µl de buffer 

de lisis BB5 (Roche, Alemania) y se agregaron 200 µl de la suspensión de células, y se 

mezcló con vortex por 15 segundos. Luego se incubó a 56°C durante 15 segundos. A cada 

muestra se le agregó 240 µl de etanol (96-100%) y se mezcló con vortex nuevamente 
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durante 15 segundos. Y luego se incubó a T ° ambiente por 15 segundos. Posteriormente 

se transfirió la solución en la columna para luego centrifugarla durante 1 min. a 12000 G 

y se descartó el fluido. Luego se volvió a centrifugar durante 1 min. a 6.000 r.p.m. y 

posteriormente, se colocó la columna en un tubo nuevo de 2ml descartando el tubo con 

su filtrado. Se repitió el paso 6 (se centrifugó durante 1 min. a 6.000 r.p.m. y 

posteriormente, se colocó la columna en un tubo nuevo de 2ml descartando el tubo con 

su filtrado.) y luego se centrifugó el tubo durante 1 minuto a 12000 G para secar la 

columna. Finalmente, se descartó la misma, los ARNm totales fueron almacenados a -

80°C hasta su posterior reacción de amplificación. 

 

4.2. Síntesis de ADN complementario (ADNc). Reacción de transcripción inversa 

(RT) 

Los fragmentos de ADNc de CD 73, CD 105, CD 34, CD 45, se sintetizaron y 

amplificaron a partir de 10 µl de ARN, en presencia de 200 µl de la enzima transcriptasa 

inversa MMLV (Moloney Murine Leucemia Virus; Promega, Madison, WI), 0.2 mM de 

dNTPs, 10 µl de Inhibidor de RNAsas (RNase OUT; Invitrogen, Carlsbad, CA) y 10 pmol 

de “random hexámeros primers” (oligonucleótidos hexaméricos que hibridan al azar) o 

del oligonucleótido externo de polaridad negativa -K11as- en un volumen final de 20 ml. 

Las muestras fueron incubadas a 37°C durante 60 minutos y posteriormente colocadas en 

un baño a 65°C, durante 5 min. Las reacciones se realizaron en un termociclador 

(Biometra), con un paso de desnaturalización inicial de 94 ° C durante 5 minutos, 

seguidos de 35 ciclos de 1 minuto a 94 ° C de templado de 30 ° C, 55 de paso de sellado 

de 30 ° C, 72 °C de extensión de paso, y con un final de 72 °C de extensión durante 7 

minutos. Dichas condiciones se aplicaron a los cebadores CD 34 y CD 45 mientras que a 

CD73 y CD105, utilizaron una temperatura de annealing de 52 ° C. 

Se utilizaron los siguientes primers sintetizados por IDT (integrated DNA 

technologies): 

CD 73: F: 5′ TCCCGCGGCTGCTACGGCACCCAAGTG-3′,  

R: 5 ACCTTGGTGAAGAGCCGGGCCACGCCG-3´ 

CD 105 F: 5′-ACATGGTGCCCACACCCGCAGCTGGCA-3′´ 

R: 5′-CACTGCCACCACGGGCTCCCGCTTGCT-3′ 

CD 45: F: 5′-AGCAATACCAGTTCCTCTATGA-3′ 



Materiales y Métodos 

56 

 

R: 5′-TCCGTCCACTTCGTTATGA-3 

CD 34: F: 5′-GTCACACTGCCTACTACTTC-3′ 

R 5′-TCCTCGGATTCCTGAACAT-3′ 

 

4.3. Electroforesis en gel de agarosa 

La detección de los productos de la amplificación, se realizó por electroforesis en 

gel de agarosa, empleando 1,4 g de agarosa (Sigma, USA) y 70 ml de buffer TAE 1X 

[(Tris base, ácido acético glacial y EDTA) (Cicarelli, Argentina)]. Se reveló con 5 µL/ml 

de bromuro de etidio (Sigma, USA) y se colocó en el soporte para su gelificación. Se 

sembraron 15 µl de cada muestra y 4 µl del marcador 100 pb de peso molecular (100 bp 

DNA Ladder, Invitrogen, EUA) y se aplicaron 95 V con una corriente de 400 mA durante 

20 min. 

5. Ensayo de la capacidad de Unidades formadoras de colonias  

Para este ensayo, en donde se mide la capacidad clonogénica de las células, se 

sembraron 150 células por pocillo en una placa de 12 pocillos con 2 ml de medio basal 

143. Las células se tiñeron a los 7 y 10 días con cristal violeta y se midió la capacidad de 

formación de UFCs a través del conteo de 50 células como mínimo por colonia con lupa 

de MO a 10 X. Se realizaron tres experimentos independientes.  

Se utilizó este mismo ensayo para medir la capacidad clonogénica con el modelo de 

daño celular y con la diferenciación osteogénica, midiendo las UFCs con los diferentes 

medios a los diez días. 

 

6. Ensayo de la herida 

La migración celular se evaluó mediante el ensayo de la herida. El ensayo de herida 

o rasguño es un ensayo simple y reproducible. Comúnmente se utiliza para medir la 

migración celular básica. Las células crecen hasta confluencia y se introduce una delgada 

"herida" rascando con una punta de pipeta en la monocapa. Las células en el borde de la 

herida se polarizan y migran hasta cerrar la misma. Las ventajas de este ensayo son que 

no requiere el uso de quimioatrayentes o gradientes específicos generando una fuerte 

respuesta migratoria direccional 143. 
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Para ello, se sembraron 3,5x105 células en placas de 12 pocillo con el medio basal y 

las condiciones de cultivo anteriormente descriptas. Luego de 24 horas de incubación, se 

realizó una cicatriz con un tip de una pipeta de 200 μl la cual dejó una marca de 400 ±25 

μm de longitud y se tomaron imágenes a varios tiempos (24 h., 48 h. y 72 h.) con el 

microscopio (Olympus Motorized Inverted Research IX81. Imaging Software: Cell M). 

Sobre las fotos tomadas se midió en μm la longitud de la herida en tres puntos diferentes 

por cada pocillo y se sacó un promedio en cada una de las fotos tomadas. Se realizaron 

tres experimentos independientes.  

Este mismo ensayo se utilizó también para los experimentos del modelo de daño 

celular y diferenciación osteogénica, con los medios correspondientes a cada ensayo tal 

como será descripto posteriormente, con la salvedad de que la herida se midió a las 72 

horas. 

 

7. Ensayo de XTT 

Para evaluar la proliferación celular se empleó el ensayo de reducción enzimática 

del XTT. Se sembraron 2,5 x 105 células/pocillo en una placa de 48 pocillos con medio 

basal. Se midió la proliferación en diferentes tiempos (1, 7, 14, 18 días) con el ensayo de 

reducción enzimática del XTT [2,3-bis (2-metoxi-4- nitro-5-sulfofenil) - 2H –tetrazolio – 

5 - carboxianilida] (Sigma, EUA) mediante el agregado de solución de 0,5g/l de XTT en 

PBS, con la adición de menadiona en el momento del ensayo (Sigma, 10 mM en acetona) 

hasta una concentración 1 mM e incubando en oscuridad a 37ºC por 2,5 horas. En ensayo 

de XTT es dependiente de su reducción por parte de las succinato deshidrogenasas 

mitocondriales de células viables, originando como producto, sales de formazan 

hidrosolubles que representan la cantidad de células viables 267. Luego, se transfirieron 

100 μL de sobrenadante de cada pocillo a una nueva placa de 96 pocillos y se midió en 

un lector de ELISA a 450 nm. Los resultados se normalizaron referidos al día 1 de 

proliferación. Se realizaron tres experimentos independientes.  

Para medir la proliferación celular con los medios osteogénicos, como se detallará 

más adelante, también se utilizó la técnica de XTT. Los datos se presentan como una 

regresión lineal de la relación entre diferenciación y proliferación, los cuales siempre 

fueron normalizados con los controles OS-.  
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Modelo de daño celular relacionado al estrés oxidativo 

 

8. Determinación de la concentración inhibitoria fraccionaria 

Para determinar la mínima concentración sinérgica de las drogas BSO (Sigma, USA) 

y glutamato (Cicarelli, Arg.) que produzcan un daño a las células, se realizó la prueba de 

microdilución, comúnmente conocida como “tablero de ajedrez” según la metodología de 

Wei et al. 268 y el National Committee for Clinical Laboratory Standards 269. En dicho 

ensayo, se determinó la concentración inhibitoria fraccionaria (CIF). 

Se usaron placas donde se sembraron 2x105 de GMSCs con medio basal. Se dejó 

reposar toda la noche para que se establecieran en las placas. En las filas se colocaron las 

concentraciones finales de GLUT (300 µM, 400 µM, 600 µM, 800 µM, 2000 µM, 4000 

µM y 8000 µM) y en las columnas, concentraciones finales de BSO (100 µM, 300 µM, 

500 µM,700 µM, 900 µM, 1100 µM y 1300 µM). Se incubaron durante 48 horas en la 

estufa de cultivo celular y se midió su viabilidad mediante la técnica de rojo neutro (RN). 

Los experimentos se realizaron por triplicado. Se calculó la concentración inhibitoria 

fraccionaria (CIF), considerando la CIF de las drogas solas o combinadas, donde CIM, es 

la concentración inhibitoria mínima: Esto es, la dosis mínima requerida para inhibir la 

viabilidad celular.  

𝐶𝐼𝐹 = (
𝐶𝐼𝑀 𝐵𝑆𝑂 + 𝐺𝐿𝑈𝑇

𝐶𝐼𝑀 𝐵𝑆𝑂
) + (

𝐶𝐼𝑀 𝐵𝑆𝑂 + 𝐺𝐿𝑈𝑇

𝐶𝐼𝑀 𝐺𝐿𝑈𝑇
) 

Los valores de CIF ≤ 0,5 corresponden a un efecto sinérgico, CIF> 4 indica antagonismo 

y valores intermedios (0,5 <CIF ≤ 4) implican un efecto indiferente. 

 

9. Técnica de rojo neutro 

La técnica de captación de rojo neutro (RN), sirve para determinar la viabilidad, ya 

que las células inviables son incapaces de captar el RN 270. Dicho rojo neutro es un 

colorante supravital, captado por organelas con membranas (lisosomas, endosomas, entre 

otras) que poseen un gradiente de pH diferente en células viables no lesionadas 271.  

Se incubaron las células con una solución de RN [3-Trimethil-2,8-fenazinadiamina 

(Gybco)] al 1% durante una hora en una estufa de cultivo celular. Luego se extrajo el 

colorante con una solución de alcohol: agua: ácido acético (50:49:1) y se leyeron las 
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placas en el lector de ELISA a 540 nm. Los resultados se expresaron como un porcentaje 

de los valores de los controles.  

10. Técnica de cristal violeta 

Se fijaron las células de las placas con etanol al 99 % (Cicarelli, Argentina), y se 

colocó una solución de cristal violeta al 1 % (Anedra, Argentina).  

11. Determinación del daño celular a diferentes tiempos 

Para establecer el mínimo tiempo necesario para observar el daño en las células, se 

sembraron placas con 3x105 de células con medio basal y se dejaron reposar toda la noche 

para que se establecieran en las placas. 

Luego se le adicionaron las dosis de BSO+GLUT determinadas por la CIF (300 µM 

para ambas drogas) y se midió la viabilidad mediante la técnica de rojo neutro (RN) a las 

24 h., 48 h., 72h. y 96 h. tal como se describió anteriormente, y los resultados se presentan 

como un porcentaje de los controles de cada tiempo medido. Se realizaron tres 

experimentos independientes.  

12. Determinación de la concentración de anión superóxido 

Se sembraron en placas de 24 pocillos 5x105 GMSCs con medio basal y se les 

permitió reposar toda la noche, para que adhieran al plástico. Luego se les añadieron las 

soluciones de BSO 300 µM, GLUT 300 µM y su combinación durante 48 h. Transcurrido 

este tiempo, se midió el O-
2 por reducción de sales de nitro blue de tetrazolium (NBT) 

(Sigma, USA), el cual es una solución incolora que ante la presencia de O-
2

. se reduce y 

forma una sal insoluble de color azul. 272. 

Para ello, se lavaron las células con PBS y se les colocó una solución de NBT de 0,1 

mg/ml con PBS y dimetil sulfóxido (DMSO) al 1 % y se las dejó incubar durante 1 h en 

estufa de cultivo celular. Posteriormente, se frenó la reacción con HCl 0.1 M durante 15 

minutos a T ° ambiente. El medio fue removido y lavado con PBS para luego extraer las 

sales de formazán de las células con una solución de DMSO y KOH 2M, en una 

proporción 50:50 en agitación continua durante 10 minutos y luego se leyó la densidad 

óptica en el lector de ELISA a 570 nm. Los resultados se expresaron como un porcentaje 

referido a los valores de los controles con medio basal solo.  

Para estudiar la capacidad antioxidante de melatonina, sobre el modelo de daño 

celular establecido en el objetivo 2, se sembraron 3x105 de células en placas de 48 pocillos 
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con los siguientes grupos: control con medio basal, BSO, GLUT (300 µM), melatonina 

(500 µM) y sus combinaciones. Reposaron 48 h. y se midió la concentración de anión 

superóxido como se detalló en la sección 4.4. Dichos estudios se hicieron por 

cuadruplicado. 

13. Determinación de toxicidad de melatonina 

Para estudiar la seguridad del uso de melatonina sobre las GMSCs, se sembraron 

3x105 de células en placas de 48 pocillos y el reposo nocturno permitió que se adhirieran 

al plástico.  

Para preparar la melatonina (Sigma, USA), se la diluyó primero en etanol al 99% en 

una proporción de 0,1% y luego se la diluyó en MEM, añadiéndoles a las células las 

siguientes concentraciones: 1000 µM, 500 µM, 200 µM, 40 µM, 8 µM, 0,160 µM, 0,032 

µM, durante 48 h. Luego se midió la viabilidad con RN de la misma forma descripta 

anteriormente en la sección 4.2. Los datos se expresan como un porcentaje de los 

controles con medio basal solo. Se realizaron cuatro experimentos independientes.  

  

14. Técnica inmunohistoquímica TUNEL 

 Para estudiar la actividad antiapoptótica de la melatonina, en una placa de 24 

pocillos, se sembraron 2,5x105 células por pocillo con el control de células, BSO y GLUT 

solos o combinados junto con melatonina y se dejaron incubar por 48 h. Dichos ensayos 

se hicieron por triplicado. 

Se identificaron las células apoptóticas utilizando la técnica de marcado de final 

de corte de dUTP de Terminal deoxinucleotidil transferasa (TUNEL por sus siglas en 

inglés) para detectar fragmentación de ADN marcando el fragmento terminal de los 

ácidos nucleicos [In Situ Cell Death Detection Kit, POD (Roche Diagnostics GmbH, 

Mannheim, Germany)] 263. 

Luego de fijar las células con paraformaldehido al 4% (Cicarelli, Argentina), se 

incubaron con 20 μg/mL proteinasa K (Merck, USA) por 15 min. Se enjuagó con agua 

destilada e incubadas con una solución de peróxido de hidrogeno al 3% en PBS por 5 

minutos a temperatura ambiente. Después de enjuagar 3 veces con PBS por 5 minutos, se 

colocaron las placas en cámara húmeda a 37°C por 60 minutos con el reactivo de TUNEL. 

Después se colocó diaminobenzidina (DAB) durante 5 minutos. Las muestras 

fueron contrastadas con verde de metilo al 0,5%. Se sacaron 10 microfotografías al azar 
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de diez campos por cada grupo a un aumento de 20X (Olympus Motorized Inverted 

Research IX81. Software de imagen: Cell M) y se calculó el índice apoptótico (IA) el 

cual consiste en un porcentaje de células, con núcleos apoptóticos, por sobre el total de 

100 células utilizando el software Image J del NIH con el método ciego simple y los datos 

fueron así expresados.  

Por último, se midió la capacidad protectora de la melatonina con el ensayo de las 

UFCs y de la herida. Toda la metodología para estos experimentos fue descripta en el 

apartado 3.2 y 3.3, con la salvedad de que en este proceso se midió en células sometidas 

a los diferentes medios con drogas y con tiempos establecidos para el modelo de daño 

celular. 

 

15. Protocolo de diferenciación osteogénica  

 Para producir la diferenciación osteogénica in vitro, se sembraron 3x105 células 

en placas de 48 pocillos en donde se colocaban los siguientes medios: basal o no 

osteogénico (OS-), el cual consistía en el medio de cultivo basal descripto en el apartado 

2.2. Por otro lado, el medio osteogénico (OS+) contenía medio basal con 10 nM de 

dexametasona (Sigma), 20 mM de β-Glicerofosfato (Sigma, USA), y 50 µM ácido 

ascórbico (Sigma, USA).  

 La dexametasona es un adrenocorticoide sintético que posee actividades 

antiinflamatorias, inmunosupresivas y reguladoras del Ca2+ sanguíneo. A concentraciones 

fisiológicas (10 nM) promueve la diferenciación osteogénica in vitro vía la MAPK que 

activa al gen Runx 2, crítico para la diferenciación osteogénica 273. El β-Glicerofosfato es 

utilizado como sustrato de fosfato orgánico de la fosfatasa alcalina ósea, para la 

producción de fosfatos inorgánicos para la posterior constitución de cristales de 

hidroxiapatita por parte de las células 274. Por último, el ácido ascórbico, actúa mediante 

la hidroxilación de la prolina y lisina, aminoácidos claves para la síntesis de colágeno por 

parte de las células osteogénicas 275.  

 En un primer momento, se realizó una curva donde se midió la diferenciación 

osteogénica en los días 1, 6, 12, 14, 18, 20 y 22 con el medio OS+ y el OS- como control. 

Los resultados se expresan como un porcentaje del medio OS-. 

 Una vez establecido el tiempo para el protocolo de diferenciación, se procedió a 

evaluar la capacidad de diferenciación osteogénica de la melatonina tanto al medio OS- 

y OS+, se le añadió melatonina 50 Nm, quedando, por consiguiente, cuatro medios 
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experimentales [(OS-), (OS-/MEL), (OS+), (OS+/MEL)]. Se preparó una solución madre 

de melatonina 5 mM en etanol al 99% (Cicarelli, Argentina) que se dejó en el freezer a -

20°C.  

 Se las sometió a las células bajo estos medios durante 18 días, cambiando a los 

mismos cada 2 o 3 días durante el protocolo de diferenciación 253.  

 Para medir la influencia del daño celular establecido en los objetivos específicos 

2 y 3 sobre las células, se estudió la relación entre el daño celular en la diferenciación 

celular osteogénica y, cómo ese daño afecta en diferentes estadios de esta diferenciación 

y si existe alguna diferencia en dañar a células indiferenciadas que a células que ya están 

comprometidas al linaje osteogénico.  

 Los experimentos fueron realizados por sextuplicado en placas de 48 pocillos, 

donde se sembraron 2,5x105 células. Las placas contenían medio OS-/MEL o bien medio 

OS+/MEL. A las placas se les adicionó en los diferentes estadios del protocolo, las 

soluciones de BSO+GLUT 300 µM con y sin melatonina 500 µM. Estos medios fueron 

colocados en las primeras 48 h. de iniciado el protocolo (Días 0-2), durante el estadio 

medio del mismo (Días 9-11) y en las últimas 48 h. previas a finalizar el protocolo (Días 

16-18). Una vez transcurridas las 48 h. de exposición al daño celular, se cambiaban los 

medios ya sea OS-/MEL u OS+/MEL -coincidiendo con el recambio de medios 

periódicos que se realiza durante el protocolo- y se finalizó el mismo a los 18 días. 

 A su vez, en placas de 48 pocillos, se sembraron 2,5 x 105 células y se colocaron 

los medios OS+ y las drogas BSO y GLUT (300µM) por separado y se midió la 

diferenciación en los mismos momentos que en el ensayo descripto previamente. La 

viabilidad se midió con RN y la diferenciación osteogénica con alizarina roja (AR). Los 

datos se presentan como un porcentaje de la viabilidad de los grupos OS-. 

 

16. Validación de la técnica de Alizarina Roja 

 La técnica de AR es utilizada para determinar, tanto en forma cualitativa como 

cuantitativa, mediante espectrofotometría, la presencia de depósitos de calcio en las 

células de una línea osteogénica. Es un marcador de primeras etapas de mineralización 

de matriz extracelular inorgánica en las células óseas. 

 Para demostrar que el medio OS+ por sí solo no produce la precipitación de los 

cristales de Ca2+, se procedió a colocar este medio en una capsula de Petri bajo las mismas 

condiciones que las células, es decir, en estufa de cultivo celular durante 18 días. A partir 
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de lo cual se siguió exactamente el mismo protocolo que para las células fue 

anteriormente descripto.  

 En la fig 22 A se podrá observar el AR sobre la cápsula de Petri y en la Fig 22 B, 

se podrá apreciar que el AR dio negativo. 

 

17. Técnica de alizarina roja 

 Para medir la diferenciación osteogénica mediante los depósitos de los cristales 

de Ca2+, precipitados en los pocillos, se retiraron los medios de las placas y se enjuagó 

con abundante PBS para luego fijar con etanol al 99% (Cicarelli, Argentina) durante 10 

minutos. Transcurridos los mismos, se enjuagó nuevamente con PBS y se colocaron 100 

µl de una solución de alizarin red 40 mM (AR) (Anedra, Argentina). Se permitió que 

actúe por 20 minutos para luego enjuagarse cuatro veces con H2O bidestilada. 

 Para su análisis cuantitativo, se diluyó el colorante con 250 µl de ácido acético al 

10% y se midió que el pH de la solución estuviera entre el 4.1-4.5. Una vez confirmado 

esto, se midió en lector de ELISA a 405 nm. La densidad óptica representa la cantidad de 

cristales de hidroxiapatita. Los resultados se expresaron como un porcentaje referido a 

los valores de los controles (OS-). 

 

18. Medición de actividad de fosfatasa alcalina 

 Se realizó el protocolo de diferenciación anteriormente descripto con los medios 

OS-, OS-/MEL, OS+, OS+/MEL, para proceder a medir la actividad de la FAL. 

 La FAL es considerada un marcador temprano de diferenciación y actividad 

osteogénica 255. Esta enzima se considera un marcador fenotípico en líneas celulares 

osteoblásticas tales como la SaOS-2 278. La FAL se encuentra ampliamente distribuida en 

tejidos óseo donde hidroliza el enlace éster fosfórico entre un grupo fosfato y un radical 

orgánico a pH básico (pH óptimo entre 9 y 10), liberando un fosfato inorgánico. 

Figura 22 Validación de la técnica de Alizarina Roja. A. Cápsula de Petri con la solución de AR. B. 

Cápsula de Petri una vez enjuagada la solución de AR. 
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 Como sustrato de la fosfatasa alcalina se utiliza un compuesto artificial, p-

Nitrofenil- fosfato (Sigma), que, al poseer un resto orgánico con un grupo fosfato unido, 

puede ser reconocido por la enzima. El sustrato al ser hidrolizado origina un producto, el 

p-nitrofenol, compuesto coloreado que en solución alcalina absorbe una longitud de onda 

de 570 nm, por lo que su aparición en el transcurso de la reacción puede observarse 

colorimétricamente 

 Concluido el experimento, se retiraron los medios y se incubaron las células 2 h. 

en una solución de 100 ml de tris maleato pH 9.2 + 20 mg de NBT para determinación de 

FAL (Sigma). Para la extracción del colorante se utilizó 200 µl de DMSO y 10 µl de KOH 

2 M. Los resultados se expresaron como un porcentaje referido a los valores de los 

controles (OS-). Se realizaron cuatro experimentos independientes.  

19. Análisis estadístico 

Los experimentos que se presentan fueron repetidos al menos tres veces, con 

muestras por triplicado o sextuplicado en cada grupo. Los gráficos representan las medias 

de los experimentos y las barras, su desviación estándar. 

La distribución normal de los datos se verificó utilizando el test de Shapiro Wilks 

modificado y se analizaron usando los test de ANOVA de una y dos vías y post hoc de 

Tukey, también el test de regresión lineal. Se estableció un valor de significación de 

<0,01 y ≤ 0,05 (Software GraphPad Prism versión 6, San Diego, California, EE.UU.). 
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Resultados 

Capítulo I: Obtención de cultivos primarios de GMSCs de encía de rata 

 

1.1. Establecimiento de cultivo primario de GMSCs 

A fin de comenzar con los experimentos de GMSCs, mediante el cultivo primario 

de encía de rata, se realizó una técnica mixta de disgregación mecánica y enzimática con 

una solución de tripsina al 0,6 %. La misma demostró alta predictibilidad y efectividad. 

El tejido gingival luego de pasar por este proceso, desprendió aproximadamente 1x10 4 

células. Finalmente, las células pudieron establecerse y, de esta manera, formar 

monocapas luego de un promedio de 15 ± 2 días. Las células demostraron adherencia y 

una forma ahusada.  

Se observaron las células adheridas al plástico con un microscopio óptico 

invertido al 20X. Se registró la evolución de los cultivos, y los cambios en su morfología. 

Fueron células adherentes, con forma ahusada, fibroblastoide, lo que las diferenció 

de células hematopoyéticas (Figura 23). 

 

1.2. Caracterización de las GMSCs 

Las células aisladas, fueron evaluadas en una primera instancia, al pasaje número 3 

(P3), en búsqueda de transcriptos de marcadores de superficie característicos de las MSCs 

mediante la técnica RT-PCR. Dichos transcriptos fueron CD 73, CD 105, y para células 

hematopoyéticas, CD 45 y CD 34. Se observó, no solo la expresión de los marcadores de 

mesenquimales, sino también su conservación hasta el pasaje número 9 (P9), como 

mínimo (Figura 24). 

Figura 23. 1. Imágenes representativas de cultivos primarios de GMSCs derivadas de rata. Las células 

alcanzaron una confluencia a partir del cultivo primario a los 15 ± 2 días. A. Cultivo al día 1. B. Cultivo al 

día 7. C. Cultivo día 15. Aumento 20X.  
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1.3. Capacidad migratoria y proliferativa de las GMSCs  

Con el objeto de estudiar la capacidad clonogénica de las células aisladas, se 

realizó el ensayo de UFCs. Se puede observar que en el día 7 hay 10±5 UFCs. Esto se ve 

aumentado a casi el doble en el día 10, denotando su alta capacidad de replicación (Figura 

25).  

Figura 24. Gel representativo del perfil transcripcional de las GMSCs. Se observa que las células 

expresan marcadores positivos para MSCs, (+CD73, +CD105) y negativos para células hematopoyéticas 

(-CD34, -CD45). Dichos marcadores se mantuvieron constantes entre pasajes. 

Figura 25 Cantidad de UFCs. A. Fotografía representativa de los cultivos para el ensayo de UFCs con 

medios B. Gráfico de UFCs. El gráfico representa tres experimentos independientes con un n de cuatro y 

las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. Medio OS- vs. 

OS+ y OS+/MEL (*p< 0,001). Medio OS-/MEL vs. OS+ y OS+/MEL (**p< 0,001). 
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La capacidad migratoria es una característica funcional de las GMSCs. Por ello, 

se procedió a evaluarla mediante un ensayo de herida. Se observó que en el tiempo 0, la 

herida medía 450±25 µm, las células próximas a la herida se mantuvieron unidas a cada 

lado de la cicatriz generada. A las 24 h. se podía observar el comienzo de la polarización 

de algunas células aisladas, tal como es señalado con flechas negras en la figura 26 B. 

Las células de cada lado de la herida a las 48 h. mostraban proximidad entre sí, para 

finalmente cubrir la herida de modo completo a las 72 h (Figura 26).  

 

Figura 26 A. Imágenes representativas del ensayo de la herida. Las microfotografías representan el 

promedio de tres experimentos tomados en el transcurso de 72 horas. A. tiempo 0 h. Se puede observar la 

herida con bordes definidos. B. tiempo 24 h. se observan las células con desplazamiento horizontal sobre 

la herida. C. tiempo 48 h. se observa un número mayor de células desplazadas, ocupando la superficie de 

la herida. D tiempo 72 h. Cierre completo de la cicatriz. Aumento 20X. B Medición de la cicatriz en µm. 

Las barras representan tres experimentos independientes con un n de tres y las barras de error representan 

SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey (p< 0,01) se pueden observar diferencias con 

respecto a las 0 h. (*), 24 h. (**) y a las 48 h. (***). 
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A fin de profundizar con las características funcionales del cultivo aislado, se 

evaluó su proliferación mediante el ensayo de XTT. Se observa un aumento en la 

proliferación célular a partir del día siete, que luego se amesetó hasta el día 18 (Figura 

27). 

 

 

 

  

Figura 27. Ensayo de Proliferación medida con XTT sobre las GMSCs. El gráfico representa tres 

experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post 

hoc de Tukey. Se ven diferencias con respecto al día 1 (*p<0,01) luego no se observan diferencias en los 

días 7, 14 y 18.  

 



Resultados 

69 

 

Capítulo II: Efecto protector de la Melatonina  

 

2.1. Determinación de la concentración y tiempo de acción citotóxico de BSO y 

GLUT como modelo de daño celular 

El ensayo de microdilución, comúnmente conocido como “tablero de ajedrez”, 

resulta útil para determinar si las combinaciones de drogas son sinérgicas, antagonistas o 

indiferentes. A continuación, se buscó si existe sinergia entre el BSO y GLUT, y su 

mínima dosis para lograrlo. En este modelo de GMSCs, es desconocida la mínima dosis 

necesaria para lograr por lo menos el 50% de pérdida de viabilidad. 

Se observa que la BSO administrada sin acompañante, a bajas y altas dosis, no 

afecta la viabilidad celular medida mediante la técnica de RN. En forma contraria, el 

GLUT, produjo una disminución de la viabilidad celular del 60 %, a partir de una 

concentración de 4000 µM (Figura 29 A). La concentración mínima de drogas que 

produjo el mayor daño, fue la combinación de BSO + GLUT a 300 µM. Esto permitió 

inferir que son sinérgicas y se corroboró mediante la fórmula previamente detallada, 

siendo el resultado 0,075. En la figura 29 B se observa la representación gráfica de la 

viabilidad de las células con algunas concentraciones elegidas para el ensayo de 

microdilución. En el caso del GLUT 600 µM se observa una diferencia significativa con 

respecto a los valores basales. Esto, sin embargo, no disminuye la viabilidad a más del 

50%. Todas estas dosis cuando son acompañadas por el BSO aumentan dramáticamente 

la muerte celular, tal como se aprecia en la figura 28 B. El GLUT 800 µM de manera 

individual origina una gran pérdida de viabilidad, y en este caso es indistinto el agregado 

o no de BSO.  

Todos estos datos en conjunto, demuestran que las GMSCs son muy sensibles al 

GLUT y que se necesitan muy bajas dosis de BSO y GLUT para lograr un modelo de 

daño relacionado al estrés oxidativo. 

Por microscopia óptica se evidenció el ostensible daño producido por las 

concentraciones anteriormente mencionadas (Figura 28). De esta forma, se fijaron las 

concentraciones a utilizar en los siguientes experimentos, es decir BSO y GLUT a 

concentraciones de 300 µM. 
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Figura 28. Imágenes representativas del daño celular provocado por BSO + GLUT. Las células 

fueron teñidas con cristal violeta. A Control B. BSO 300 µM + GLUT 300 µM. Aumento 10X. 

 



Resultados 

71 

 

 

Una vez establecidas las dosis a utilizar, se determinó el tiempo mínimo en el cual 

se produjo el mayor daño celular. Se observa que el mismo se produjo a las 48 h., sin 

encontrar diferencias significativas a las 72 h. y 96 h. (Figura 30). De esta forma, se 

estableció el tiempo de exposición al dúo BSO + GLUT 300 µM por 48 h. 

 

 

  

Figura 29. Determinación de la dosis de BSO y GLUT. A. El cuadro está representado por columnas 

(dosis de GLUT) y filas (dosis de BSO). La viabilidad > 60% es señalada en rosa. La viabilidad <50% con 

las dosis mínimas de BSO y GLUT es señalada en amarillo. B Gráfico con los datos más representativos 

del ensayo de microdilución. El gráfico representa tres experimentos independientes y las barras de error 

representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey Consideré como una sola variable 

al tratamiento (sea BSO, GLUT o combinados). Se observan diferencias de la combinación de 

BSO+GLUT 300 µM (p<0,01***) con respecto al grupo control y el GLUT 600 µM reduce la viabilidad 

significativamente (p<0,01*) comparado con los controles.  

 

Figura 30. Viabilidad celular ante el efecto de BSO + GLUT 300 µM a diferentes tiempos. El gráfico 

representa tres experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de 

una vía con post hoc de Tukey. Se observan diferencias significativas con respecto a las 24 h. (p< 0,01*), 

no hallándose diferencias una vez pasadas las 48 h. 
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2.2. Determinación de la producción de anión superóxido en el modelo de daño 

celular 

Las concentraciones de anión superóxido se midieron a fin de establecer si el daño 

celular observado previamente en los ensayos de microdilución, se encuentra relacionado 

con aumento del estrés oxidativo. En efecto, la combinación de BSO y GLUT 300 µM 

suscitó un aumento de O-.
2 con respecto a los controles y a las drogas por separado (Figura 

31). 

 

 

2.3. Determinación del rol de la melatonina en el modelo de daño celular 

2.3.1. Efectos citotóxicos de la melatonina en GMSCs 

Dado que la molécula de interés es la melatonina, se determinó su toxicidad sobre 

las GMSCs. Para ello, se realizó una curva de viabilidad, en la cual se observa que las 

dosis testeadas (0,032 µM a 1000 µM), no afectan a la viabilidad medida con RN (Figura 

32). Se estandarizó la dosis de melatonina a 500 µM para los subsiguientes experimentos. 

 

Figura 31. Determinación de niveles de Anión superóxido ante el estímulo de BSO + GLUT. El gráfico 

representa tres experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de 

una vía con post hoc de Tukey (p< 0,01) puede observar diferencias con respecto al control (*), y a las 

drogas BSO y GLUT por separado (**). 
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2.3.2. Rol de la melatonina en la viabilidad celular 

A fin de conocer en profundidad el rol protector de la melatonina, se realizaron 

estudios de viabilidad sobre GMSCs ante el daño celular inducido. Se observa una 

drástica disminución de la viabilidad celular en el grupo tratado con BSO + GLUT. 

Asimismo, la melatonina restaura la viabilidad a los valores controles. (Figura 33). De 

igual manera, debe notarse que el BSO y el GLUT, por separado, no afectan a la viabilidad 

celular.  

 

  

Figura 32. Curva de viabilidad de melatonina sobre las GMSCs. El gráfico representa tres experimentos 

independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey 

(p< 0,05). No se observaron diferencias significativas en ninguna de las concentraciones testeadas. 
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2.3.3. Efectos antioxidantes y antiapoptóticos de la Melatonina 

Una vez establecido, que la melatonina posee un efecto protector ante el daño celular 

inducido químicamente, se buscó conocer si el mismo está relacionado con su actividad 

antioxidante. Para ello, se determinaron los niveles acumulativos del O-
2 en presencia o 

ausencia de melatonina. Se observa que la melatonina es capaz de inhibir el aumento de 

dicho anión (Figura 34). 

  

Figura 33 Ensayo de Viabilidad celular ante la melatonina y el daño celular. Los cultivos de GMSCs 

fueron sometidos a daño celular mediante BSO y GLUT, administradas en forma única o en conjunto a 

300 µM. La melatonina fue administrada a 500 µM. El gráfico representa tres experimentos independientes 

y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. BSO+GLUT 

vs. Control (**p< 0,01) BSO+GLUT+MEL vs. BSO+GLUT (*p< 0,01) BSO+GLUT+MEL vs. Control 

(ns).  
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2.3.4. Efecto antiapoptótico de la Melatonina 

A continuación, se analizó la actividad antiapoptótica de la melatonina, mediante la 

técnica de inmunohistoquímica TUNEL. Se observa, en concordancia con los resultados 

anteriormente presentados, que la administración de BSO [300 µM] y GLUT [300 µM], 

administradas en forma conjunta, producen el mayor daño celular que cuando son 

administradas individualmente, tal como se aprecia en las microfotografías de la figura 

35 A. Se demuestra que la melatonina resulta un protector apoptótico, llevando los valores 

del índice apoptótico a los valores basales. A su vez, se observa que las drogas por 

separado no ejercen el efecto apoptótico. Todos estos datos llevan a reforzar la evidencia 

mostrada en la fórmula de la CIF en donde se observó el efecto sinérgico del BSO y 

GLUT 300 µM. 

 

Figura 34 Porcentaje de producción de anión superóxido ante daño celular y en presencia de 

melatonina. Los cultivos de GMSCs fueron sometidos a daño celular mediante BSO y GLUT 

administradas en forma única o en conjunto a 300 µM, en presencia de melatonina, administrada a 500 

µM. El gráfico representa tres experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó 

ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. *p<0.01 vs. Controles, # p<0.01 vs. BSO+GLUT. Aca coloqué 

los datos faltantes de BSO Y GLUT solos. 
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Figura 35. Actividad antiapoptótica de la melatonina en cultivos GMSCs ante el daño celular. A. 

Fotografías representativas de la técnica TUNEL. Las flechas rojas señalan ejemplos de núcleos 

apoptóticos. Aumento: 20X. B. Gráfico del índice apoptótico. Las barras representan tres experimentos 

independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. 

Se observan diferencias con respecto al control en la combinación de BSO+GLUT 0,3 mM (*p< 0,001) y 

el grupo con BSO+GLUT+MEL (*p< 0,001) con respecto al de BSO+GLUT y no hay diferencias entre 

este grupo y el control.  
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2.3.5. Rol clonogénico y migratorio de la melatonina sobre las GMSCs sometidas a 

daño celular 

A fin de proporcionar información sobre el efecto protector de la melatonina, ante 

el daño ocasionado por la combinación de BSO y GLUT, sobre las características 

funcionales de las GMSCs, se evaluó la capacidad de formación de colonias. 

Cuando se estudió la capacidad clonogénica mediante el ensayo de UFCs, se 

observó que la melatonina no fue capaz de revertir el daño provocado por el modelo 

(Figura 36 A y B). 

 

Sin embargo, cuando se midió la capacidad migratoria de las células, se observó 

que la melatonina fue efectiva para la preservación de su motilidad ante el daño celular 

(Figura 37 A y B). 

 

Figura 36 Capacidad de formación de UFCs ante daño celular. A. Imágenes representativas de los 

cultivos utilizados para el ensayo de UFCs. Se observa ausencia de colonias ante los tratamientos con daño 

celular. B. Gráfico representativo de la cantidad de UFCs generadas ante los distintos tratamientos. 

El gráfico representa tres experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó 

ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. *p< 0,001 vs. BSO+GLUT. **p< 0,001 vs. 

BSO+GLUT+MEL.  
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Todos estos datos, en conjunto, muestran la efectividad de melatonina en cuanto a la 

protección de esta subpoblación madre, ante la injuria relacionada con el estrés oxidativo 

provocado por la depleción de glutatión mediante la combinación de BSO+GLUT 300 

µM. 

Figura 37 Capacidad motil de la célula ante el daño celular, en presencia de melatonina A. Fotografías 

representativas del ensayo a 72 h. Aumento: 20X. B. Medición de la cicatriz en µm. Los gráficos 

representan tres experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de 

una vía con post hoc de Tukey. **p< 0,001 vs. Control, **p< 0,001 vs. BSO+GLUT+MEL. No hubo 

diferencias significativas entre los controles y el BSO+GLUT+MEL. 
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Capítulo III: La Melatonina y su efecto osteodiferenciador 

 

3.1. Diferenciación osteogénica in vitro de GMSCs 

Entre los múltiples fenotipos celulares al que las GMSCs pueden diferenciarse, el 

tipo osteogénico resulta de gran relevancia, ya que su aporte a la neoformación ósea se 

encuentra estrechamente asociada al buen pronóstico pos-operatorio en los defectos óseos 

periodontales, siendo de gran interés para las terapias regenerativas. 

A fin de conocer el efecto diferenciador de la melatonina hacia el linaje osteogénico, 

se realizó la técnica de AR. En primer lugar, se estableció un protocolo a 22 días, 

adquiriendo datos de su estadio de diferenciación osteogénica al día 1, 6, 12, 14, 16, 18, 

20 y 22. De esta forma, se estableció una curva de diferenciación, que revela, ante medios 

inductores ostegénicos (OS+), nódulos de calcificación a partir del día 6 (Figura 38 A). 

Al día 16, se observa una diferencia significativa de dichos nódulos con respecto al día 0. 

El día 18 muestra el pico máximo de nódulos de calcificación, es decir, su diferenciación 

osteogénica. Su cuantificación por espectrofotometría confirmó lo observado in vitro 

(Figura 38 B). En base a estos resultados, se decidió que en los próximos experimentos 

de diferenciación se hicieran a 18 días. 
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Figura 38. Diferenciación ostegénica de GMSCs. A Microfotos representativas de la diferenciación 

en distintos días, revelada mediante tinción con AR. Aumento: 10X. B. Curva de diferenciación 

osteogénica medida como el porcentaje de depósitos cálcicos a distintos días. El gráfico representa tres 

experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post 

hoc de Tukey. *p< 0,01 vs. Día 1 y **p< 0,01 vs. Día 16. No hubo diferencias significativas entre el día 

18, el 20 y el 22. 
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Una vez establecido el tiempo idóneo para el protocolo de diferenciación 

osteogénica, las GMSCs fueron sometidas al protocolo con diferentes medios, estos 

fueron: medio de cultivo basal sin medio de diferenciación (OS-), medio inductor 

osteogénico (OS+), con y sin melatonina (OS-/MEL) y (OS+/MEL). 

Se observa que las células tratadas con los medios OS- y OS-/MEL, mantienen un 

estado indiferenciado, dada la nula presencia de nódulos de calcificación. Mientras que, 

las células tratadas con los medios OS+ y OS+/MEL exhiben nódulos de calcificación, lo 

cual demuestra la efectiva diferenciación osteogénica (Figura 39 A). En el grupo OS-

/MEL, no hubo signos de diferenciación osteogénica, mostrando que la melatonina por sí 

sola no genera diferenciación osteogénica en estas células. Por el contrario, cuando la 

melatonina es suministrada en conjunto con el medio OS+, ejerce un efecto diferenciador 

más potente que el medio OS+ solo.  

En la Figura 39 A, se observa en los grupos OS+ y OS+/MEL las células con una 

morfología diferente que los grupos OS-. Los depósitos de Ca+2 se disponen de forma 

tridimensional, quedando las células en un distinto plano cuando son observadas 

detenidamente al MO. 

Estas observaciones fueron confirmadas por la cuantificación de la densidad 

óptica con AR por espectrofotometría. El gráfico muestra una diferencia significativa de 

la diferenciación osteogénica ante la presencia de melatonina (Figura 39 B). 
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Figura 39. El rol de la Melatonina en la diferenciación osteogénica. A Microfotografías representativas 

al día 18 ante el tratamiento con o sin medio de inducción y en presencia o ausencia de melatonina [50 nM]. 

Las flechas negras indican ejemplos de células osteogénicas en medio de un depósito cálcico teñido por 

AR. Aumento 10X. B. Porcentaje de depósitos de calcio detectados por espectrofotometría. El gráfico 

representa cinco experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de 

dos vías (Aquí medí tratamientos y diferentes tiempos, es decir consideré esas dos variables por eso de dos 

vías) con post hoc de Tukey. *p<0,01 vs. OS+. **p<0,01 OS+ Día 18 vs. 14. *** p<0,01 OS+/MEL Día 

18 vs. 14.  

 

La proliferación medida con XTT en los distintos grupos, reveló que las GMSCs 

sometidas a los medios de diferenciación OS+ y OS+/MEL cesaban su proliferación 

abruptamente desde el día 7, manteniéndose esto constante hasta el día 18. Con respecto 

al grupo OS-/MEL, no hubo diferencias significativas en cuanto a su proliferación, esto 
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es concordante con los resultados anteriormente presentados, donde la melatonina no 

ejercía un efecto proliferativo en las células (Figura 40). 

 

Figura 40 Proliferación celular de las GMSCs sometidas a diferentes medios detectados por 

espectrofotometría. El gráfico representa cinco experimentos independientes con un n de seis y las barras 

de error representan SD. Se realizó ANOVA de dos vías con post hoc de Tukey. Día 7: OS+ y OS+/MEL 

vs. OS- (*p<0.01). Día 14 OS+ y OS+/MEL vs. OS- y OS-/MEL (*p<0.01). OS+ y OS+/MEL día 18 vs. 

OS-y OS-/MEL día 18 (*p< 0,05).  

A modo de aumentar las evidencias de la acción de la melatonina sobre el proceso 

de diferenciación, se midió la fosfatasa alcalina, marcadora de diferenciación osteogénica 

por parte de las GMSCs. Los resultados muestran un aumento significativo en presencia 

del medio osteogénico, y este aumento es aún mayor con la melatonina (Figura 41). 

 

Figura 41. Porcentaje de actividad de fosfatasa alcalina. El gráfico representa tres experimentos 

independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. 

Medio OS+ (*p< 0,01) vs. OS- y el grupo OS+/MEL (**p< 0,01) vs. OS- y OS+. 
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3.2. Características funcionales relevantes de células diferenciadas al linaje 

osteogénico 

Resultó de interés conocer los aspectos funcionales de las células sometidas a los 

diferentes medios. Se comenzó por evaluar si existía una correlación entre diferenciación 

y proliferación en estas células. Se observó, esperablemente, una relación inversa entre 

las mismas (R2 = 0,90 p<0,05) (Figura 42), dado que una célula en proceso de 

diferenciación cesa su división. De esta forma, al estimular a los cultivos con OS+, y más 

aún con OS+/MEL, las células interrumpieron su división, y comenzaron su compromiso 

al linaje osteogénico.  

 

Para confirmar lo observado en el análisis de regresión lineal, se evaluó la 

capacidad clonogénica mediante el ensayo de UFCs, en las células sometidas a los 

diferentes medios de cultivo. Los resultados muestran consistentemente con los 

resultados previos, que los medios osteodiferenciadores, OS+ y OS+/MEL, producen 

disminución de la capacidad de formación de UFCs. Esto confirma el cese de la 

proliferación para comprometerse al linaje osteogénico. No obstante, no se aprecia una 

diferencia significativa entre los medios OS+ y OS+/MEL (Figura 43 A y B). 

Figura 42 Gráfico representativo de la relación inversa entre la diferenciación osteogénica y la 

viabilidad de las células. (R2=0,909, p<0,0001) 
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Finalmente, se realizó el ensayo de herida, a fin de cuantificar la capacidad migratoria 

de los cultivos tratados. Igualmente, en forma prevista, las células estimuladas con medios 

osteodiferenciadores, no cerraron la herida. Sin embargo, no se observaron diferencias 

significativas entre la presencia o ausencia de melatonina en células diferenciadas, 

consistentemente con lo observado en el estudio de la capacidad de formación de UFCs 

(Figura 44 A y B). 

 

 

 

Figura 43 Capacidad de UFCs ante medios inductores osteogénicos y melatonina. A. Fotografía 

representativa de los cultivos para el ensayo de UFCs con medios B. Gráfico de UFCs. El gráfico 

representa tres experimentos independientes y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de 

una vía con post hoc de Tukey. Medio OS- vs. OS+ y OS+/MEL (*p< 0,001). Medio OS-/MEL vs. OS+ y 

OS+/MEL (*p< 0,001).  
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Figura 44 Capacidad migratoria de cultivos diferenciados con los diferentes medios en presencia 

o ausencia de la melatonina. A. Microfotografías representativas de la herida provocada en cultivos, 

bajo los distintos tratamientos. Tiempo final a 72 h. Aumento: 20X. B. Longitud (µm) de la herida y 

su cierre. El gráfico representa tres experimentos independientes (n=3) y las barras de error representan 

SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. *p< 0,001 vs. OS-, **p< 0,001 vs. OS-/MEL.  
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Capítulo IV: Relación entre el daño celular y los diferentes estadios 

de diferenciación osteogénico 

 

4.1. Viabilidad y diferenciación 

En una última etapa del presente trabajo de tesis, se investigó si el daño ocasionado 

a las GMSCs infiere en la diferenciación osteogénica según el estadio en que se 

encuentren las mismas. Para ello, se realizaron experimentos combinando el protocolo de 

diferenciación con el modelo de BSO+GLUT [300µM] con y sin melatonina [500 µM] 

adicionado en diferentes momentos. Esto es, la adición del daño celular durante 48 horas 

en los días 0-2, 9-11 y 16-18. Una vez ocasionado el daño, se recambiaron los medios 

hacia los OS- y OS+, según el caso. Se utilizaron como control, placas con GMSCs y 

medio OS-. 

Las células tratadas solo con OS-, permanecieron indiferenciadas. El tratamiento 

con BSO + GLUT [300 µM], disminuyó la viabilidad celular, medida con RN, 

significativamente independientemente del tiempo. La melatonina, no solo fue capaz de 

revertir dicho efecto, sino también demostró un aumento de viabilidad comparada con los 

controles en el grupo 0-2 y 16-18 días (Figura 45 A). Por otro lado, no se observó 

diferenciación osteogénica en ninguno de los tratamientos ensayados, medida por AR, 

como era esperable (Figura 45 B). 

De estos resultados se infiere que las GMSCs inmaduras son muy sensibles al 

daño celular relacionado con el aumento del daño relacionado al estrés oxidativo 

relacionado por la depleción de glutatión. 
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Figura 45 GMSCs en el modelo de daño celular con medios controles y en presencia o no de 

melatonina. A. Porcentaje de proliferación. La concentración de BSO y GLUT se mantuvieron a 300 

µM, y melatonina a 500 µM. El gráfico representa seis experimentos independientes con un n de tres y las 

barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. *p< 0,01 vs. Control 

(OS-), #p<0,01 vs. BSO+GLUT. B. Porcentaje de diferenciación No se detectó presencia de cristales de 

Ca2+, esperablemente, en ausencia de medio inductor osteogénico.  

 

En el protocolo de diferenciación con medios osteogénicos, se observó una clara 

disimilitud en cuanto a la diferenciación comparado a las GMSCs sometidas al medio 

OS- (Figura 46 B). Por otro lado, también se evaluó la diferenciación y la viabilidad, ante 

el medio osteogénico y la presencia o la ausencia de melatonina. La proliferación 

demostró una tendencia a ser mayor hacia los días 16-18 del protocolo con medios 

osteogénicos, no observándose diferencias significativas (Figura 46 A).  

En cuanto a la diferenciación, se observa, cómo se describió previamente, que su 

adición aumenta la diferenciación osteogénica. Interesantemente, BSO + GLUT, entre los 

días 0-2, 9-11, produjo un aumento de la diferenciación de los osteoblastos, y en este caso 

la melatonina no tuvo ningún efecto. 
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Figura 46 GMSCs en el modelo de daño celular, ante medios de inducción osteogénico y en presencia 

o no de melatonina. A. Porcentaje de Viabilidad. La concentración de BSO y GLUT se mantuvieron a 

300 µM, y melatonina a 500 µM. El gráfico representa seis experimentos independientes y las barras de 

error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. B. Porcentaje de 

diferenciación. *p<0.01 vs. Control. 

 

Para confirmar el efecto observado en los diferentes estadios, se analizó la posible 

relación entre la diferenciación y el momento del daño (medido como porcentaje de 

viabilidad de los controles). Se buscó analizar si existe o no relación entre la 

diferenciación y el momento del daño.  

Se observó que existe relación lineal moderada en los días 0-2 [(R2 = 0,44) Figura 

47 A] y 9-11[(R2= 0,42) Figura 47 B]. Por el contrario, no existe relación entre el daño 

ocasionado en los días 16-18 [(R2=0,25) Figura 47 C]. Tal como se observó en la figura 

47 A y B (OS+), el estadio de diferenciación en que se encuentran las células es 

significativo si el daño es ocasionado en los días 0-2 y 9-11. En este caso, el daño 

ocasionado por el BSO y GLUT, ecercería un efecto positivo. Sin embargo, cuando el 

daño se ocasiona al momento de que las células llegan a una madurez osteogénica, en los 

días 16-18, el daño ocasionado no tiene relevancia. 

En el caso de las GMSCs sometidas al medio basal, el daño es ostensible y la 

melatonina lo revierte.  



Resultados 

90 

 

 

Figura 47 Relación entre el momento del daño celular y la diferenciación osteogénica. A. Regresión 

lineal con los datos obtenidos del daño producido entre los días 0 y 2 de diferenciación, R2: 0,44. p=0,002. 

B. Regresión lineal con los datos obtenidos del daño producido entre los días 9 y 11 de diferenciación, R2: 

0,42. p=0,003. C. Regresión lineal con los datos obtenidos del daño producido entre los días 16 y 18 de 

diferenciación, R2: 0,25. p=0,03. 
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Dado que la mineralización de la matriz extracelular, con el tratamiento de BSO 

y GLUT, fue estadisticamente significativa, se procedió a conocer si dichas drogas 

ejercen efecto osteodiferenciador por sí mismas. Para ello se siguió el protocolo 

mencionado anteriormente, es decir, que se suministraron las drogas en los diferentes 

momentos del protocolo de diferenciación. Se observa que el GLUT induce la 

diferenciación, observada por el dramático aumento de la calcificación de la matriz 

extracelular en los días 0-2 (Figura 48). Y como se discutirá, es una función conocida de 

dicha molécula. Sin embargo, en los siguientes estadios de diferenciación, no se observó 

la injerencia del GLUT, ni del BSO, en cuanto a la diferenciación. Esto sugiere que las 

GMSCs sometidas a medios osteogénicos, comienzan su compromiso de modo temprano 

y esto las haría menos sensibles al daño celular ocasionado por la depleción del glutatión.  

 

 

 

Figura 48. Porcentaje de diferenciación con las drogas individuales. Tanto BSO como GLUT fueron 

administradas a una de 300 µM. El gráfico representa seis experimentos independientes con un n de tres 

y las barras de error representan SD. Se realizó ANOVA de una vía con post hoc de Tukey. *p<0,001 vs. 

CT (OS-), **p<0,001 vs. OS+ 
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Discusión 

Obtención y caracterización de la subpoblación de células madre 

gingivales 

En la primera etapa de esta tesis, se abordó la obtención y caracterización de 

GMSCs. La encía es un tejido de fácil acceso para el establecimiento de cultivos, 

mediante procedimientos de rutina odontológicos, que incluyen alargamientos clínicos de 

corona y tejido conectivo palatino, entre otros 159, 164. Dado dichas características de la 

encía, y en especial su habilidad de generar hueso, resulta de especial interés para el área 

de terapias regenerativas 279. Las GMSCs aquí aisladas, al igual modo que postuló El 

Sayed et. al., 142 podrían definirse como ´gemas´ debido a su fácil acceso y a su 

disminuida invasividad para su obtención.  

Durante la primera etapa de puesta a punto de la técnica de cultivos celulares de 

este trabajo, se intentó aislar MSCs de origen medular de mandíbula, de ligamento 

periodontal y de pulpa dental (datos no incluidos) sin demasiado éxito, por lo cual, se 

escogió proseguir con las GMSCs debido a su fácil acceso, aislamiento, expansión y a las 

propiedades regenerativas observadas con anterioridad.  

Entre los múltiples métodos para la obtención de dichas células280, se eligió 

utilizar el método de disgregación enzimática, sumado al de disgregación mecánica, para 

así lograr de manera más eficiente la obtención de las GMSCs.  

En la presente tesis fueron aisladas células que se caracterizaron como GMSCs, 

dado que las mismas cumplieron los requisitos mínimos para ser consideradas como tales. 

Los requisitos incluyen la adherencia al plástico de cultivo, la capacidad clonogénica y la 

expresión de ARNm positivo para CD73 y CD105, y negativo para CD34 y CD45, los 

cuales se mantuvieron a través de los sucesivos pasajes, tal como lo hizo Yusop et al. 266. 

Aún más, como se esperaría de un cultivo de origen madre mesenquimático, exhibió 

capacidad multipotente hacia el linaje osteogénico. Sin embargo, la ISCT requiere la 

caracterización proteica, mediante una técnica de citometría de flujo, de un panel 

ampliado de marcadores de superficie. Otro requisito de esta sociedad es la diferenciación 

hacia linaje adipogénico y condrogénico 144, que no se realizó en esta tesis, implicando 

una limitación de este trabajo 281. De esta manera, sería necesario, en un futuro, adherirse 

a dicho protocolo de caracterización. 

En un estudio 282, se compararon SHED, GMSCs, BMSCs, y MSCs derivadas del 

cordón umbilical. Todas las subpoblaciones madre mostraron los marcadores típicos 
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mesenquimales, y también capacidades proliferativas midiéndose las mismas hasta el día 

7. En el presente trabajo, se midió la proliferación hasta el día 18, mostrando que el 

crecimiento que se ameseta podría deberse a la inhibición por contacto en los cultivos. 

Más aún, las GMSCs del mencionado estudio, probaron mayor capacidad de formación 

de UFCs comparadas con las SHED, BMSCs y MSCs derivadas de cordón umbilical.  

Es interesante observar, que en los cultivos de GMSCs aquí estudiados, se requirió 

menor tiempo de exposición a factores de diferenciación osteogénicos, en comparación a 

los expuestos en diferentes estudios 253, 254 . Por otro lado, se demostró que, mediante el 

ensayo de herida, las células requerían un promedio de 72 h para migrar y proliferar hasta 

cerrar dicha herida, mientras que Angelopoulos et al. 143, reporta que en sus cultivos 

requerieron 24 h. para el cierre de la misma. Esto puede deberse a que la distancia de 

cierre inicial, planteada por dicho investigador, fue de 150 µm, mientras que la del 

presente estudio fue de 425 µm. Este hecho es relevante, ya que, en el caso de la 

regeneración periodontal, es esencial que las MSCs puedan trasladarse hacia los lugares 

donde son requeridas, y esto se da frecuentemente en un ambiente con abundante EO. 

Yang et al. 283, extrajo y expandió BMSCs de rata y con éxito logró regenerar defectos 

óseos periodontales. Esto indicaría que las GMSCs también podrían aislarse, 

caracterizarse y utilizarlas en un modelo in vivo. En este sentido, en estudios previos, se 

utilizaron GMSCs como alternativas en los defectos periodontales con éxito 142,172. Por 

tal razón es que estudios básicos como el presente, son requeridos para profundizar en el 

estudio de dicha alternativa de terapia celular. 

Protección de la melatonina ante un modelo de daño celular relacionado 

al estrés oxidativo 

Para la regeneración de un tejido, es necesaria la presencia adecuada de células 

madre progenitoras y factores que las activen 148. Esto es cierto, a su vez, para los defectos 

óseos periodontales que quedan como consecuencia de la periodontitis 283, 285. Es por ello 

que, en pos del estudio de este microambiente, se estableció un modelo de aplicación que 

mimetiza el ambiente de una periodontitis, generado por la depleción de GHS -dada su 

importancia en el ambiente periodontal - 6, mediante la adición de las drogas DL-

Butionina sulfoximina y glutamato 263. Tal como se mencionó previamente, el estrés 

oxidativo es relevante en la aparición y progresión de la periodontitis, por su acción 

directa sobre la activación de osteoclastos sin mediación de RANKL. Esto sucede debido 

a que el factor de transcripción NFĸB es sensible al estado de óxido-reducción de la célula 



Discusión 

94 

 

6. A su vez, el estrés oxidativo, a través de la destrucción de biomoléculas claves, como 

lípidos de membrana y fibras colágenas, generan una reacción amplificada por parte de 

los PMN 286-287. Las citoquinas proinflamatorias, tales como TNFα -factor estimulante de 

granulocitos y macrófagos (IL-1, IL-6 e IL-8) -, y el LPS, entre otros, también estimulan 

a los PMN a producir mayores niveles de estrés oxidativo 288-290. El sistema de defensa 

antioxidante presente en las células es clave para contrarrestar dicho daño relacionado al 

estrés oxidativo. El glutatión, tanto oxidado como reducido, es un tiol ubicuo en el 

ambiente celular y cumple numerosas funciones: antioxidante -como cofactor de la 

enzima glutatión peroxidasa, la cual remueve peróxido de hidrógeno (Figura 4) y un 

efecto regulador en la expresión y activación de genes sensibles a las ROS, entre otras 291, 

292. A partir de ello es que para la presente tesis se eligió mimetizar el daño ocasionado 

por la depleción del glutatión.  

Los resultados aquí obtenidos en cuanto a la disminución de viabilidad, aumento 

del anión superóxido y del índice apoptótico, son concordantes con los obtenidos por 

Maher et al.262, en líneas celulares de retina y luego en nuestro laboratorio 263 en cultivos 

primarios de retina. Las GMSCs resultaron ser muy sensibles al glutamato, ya que a partir 

de los 800 µM se observó una drástica caída en la viabilidad, en contraste con los trabajos 

mencionados, donde se utilizaron concentraciones de glutamato en el orden de los 20 mM 

y BSO 5 mM. Esto podría deberse a la susceptibilidad de las células madre ante estímulos 

nocivos, como es en este caso la combinación de drogas depletoras del glutatión. 

Como fue anteriormente detallado, el estrés oxidativo es constante en un ambiente 

periodontal inflamado 6. Es por ello que el estudio de sustancias capaces de contrarrestar 

dicho daño y restaurar el equilibrio del óxido reducción es importante para la terapia 

periodontal, tanto quirúrgica como no quirúrgica 6, 98, 291, 306. En este sentido, la melatonina 

cumple varias funciones benéficas como antioxidante.  

En este trabajo, se observó que la melatonina fue capaz de contrarrestar los efectos 

nocivos relacionados a las ROS, más específicamente al anión superóxido, ya que llevó 

los grupos tratados con BSO y GLUT a los valores control. Esto podría deberse a que la 

melatonina es antioxidante directo, así como también lo son sus metabolitos, que 

interaccionan con las ROS, neutralizándolas 12. Se concuerda con estudios previos, donde 

se observó un dramático aumento de anión superóxido en enterocitos, ocasionado por 

drogas depletoras del glutatión: BSO y menadiona. La melatonina fue capaz de 

contrarrestar dicho anión a los niveles controles 295. Dicha hormona también es 

considerada un antioxidante indirecto por su estimulación a nivel transcripcional de la 
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síntesis de enzimas antioxidantes, como la superóxido dismutasa, glutatión peroxidasa, 

catalasa y glutatión reductasa 12-15. Suprime las enzimas pro oxidantes como la óxido 

nítrico sintasa. Es posible que melatonina pueda activar la enzima responsable de la 

síntesis de glutatión, haciéndola más efectiva para el proceso antioxidante. Además, 

podrían inducirse otros procesos involucrados en tales mecanismos, contrarrestando en 

ambos casos el efecto oxidante de BSO. Más aun, se ha observado que melatonina protege 

las mitocondrias contra las lesiones oxidativas y mejora la función respiratoria, tanto in 

vivo como in vitro 17.  

Este efecto podría explicar la acción antiapoptótica de la melatonina observada en 

los GMSCs in vitro. La melatonina resultó ser altamente efectiva para proteger a las 

células del daño relacionado con el estrés oxidativo en las GMSCs, por cuanto disminuyó 

los niveles de apoptosis, aumentados por el BSO y GLUT de modo dramático. Esto podría 

explicarse por la capacidad antiapoptótica de la indolamina 294, 295. En nuestro laboratorio 

se pudieron observar procesos donde las células ganglionares fueron devueltas a los 

valores basales de índice apoptótico 263. Más aún, en otro trabajo de nuestro laboratorio, 

se midió la actividad antiapoptótica de la melatonina mediante la técnica TUNEL, 

mostrando nuevamente la disminución del índice apoptótico, y que esto estaba 

relacionado con el descenso de la actividad de la caspasa 3 295. En este trabajo de tesis se 

observó una clara fragmentación del núcleo celular marcado con la técnica 

inmunohistoquímica TUNEL (Figura 35 A). Estos hallazgos podrían estar relacionados 

al modelo de daño celular elegido. La depleción de glutatión está asociada a un aumento 

de la apoptosis. 296  

Se podría explicar lo ocurrido en el trabajo aquí presentado, donde, por primera 

vez dentro de nuestro conocimiento, se testea la actividad antiapoptótica de la melatonina 

en GMSCs. La técnica de TUNEL aquí utilizada, no aporta información acerca de cuáles 

de las vías apoptóticas estarían involucradas, es decir, si los hallazgos fueron producto de 

la vía extrínseca o intrínseca. Sin embargo, por estudios anteriores se puede inferir que la 

vía intrínseca está principalmente involucrada, ya que previamente se contrastó lo 

observado en la técnica TUNEL con el aumento de caspasa 3 del citocromo C y a la 

desestabilización de la membrana mitocondrial 109, 110 . 

El glutamato, principal neurotransmisor excitatorio del sistema nervioso central, 

es citotóxico para las neuronas cuando se libera en altas concentraciones (por ejemplo, en 

un derrame cerebral o en un daño neuronal), induciendo la muerte celular por 

excitotoxicidad 297, 298 tanto in vivo 299 como in vitro 300.  
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Por otro lado, BSO, es un inhibidor de la biosíntesis de glutatión, se usa como 

coadyuvante en los tratamientos de quimioterapia aprovechando sus propiedades 

oxidantes 300, 301. Esta droga también produjo muerte celular debido al estrés oxidativo en 

el cultivo de células de cáncer de mama MCF-7: 2A 302 y células intestinales in vivo 184. 

Además, el BSO solo, fue utilizado recientemente por Domahezevic et al 303 para estudiar 

el daño por depleción a células osteogénicas de la línea celular osteoblástica SaOS-2, 

encontrando un daño por estrés oxidativo, relacionado a la depleción de glutatión, 

coincidiendo con los resultados presentados en este trabajo de tesis. Chang et al. usaron 

BSO en combinación con nicotina para mostrar un daño celular sinérgico en células 

fibroblásticas de ligamento periodontal 108, sin embargo, utilizaron más concentración de 

BSO (500µM) que en nuestro estudio, (300 µmM). Es notable, que en el presente estudio, 

el BSO resultó no tóxico en un amplio rango de dosis (100 µM-1300µM) para las 

GMSCs.  

En este estudio se demostró por primera vez que, el uso de la combinación de 

BSO y GLUT es efectivo en cultivos primarios de GMSCs. Cuando se utilizó la 

combinación de BSO y GLUT en un cultivo de GMSCs, se observó que los efectos 

nocivos de la combinación de estos fármacos fueron aún más dañinos que en las células 

neuronales. Se demuestra que las GMSCs son más sensibles al tratamiento incluso a bajas 

concentraciones (Figura 29 A y B). De hecho, se encontró que la viabilidad celular 

disminuyó mientras que la producción del anión superóxido aumentó con el tratamiento 

de GLUT y BSO, lo que indica un efecto oxidante de estos fármacos (Figura 31). El daño 

celular fue desencadenado por la muerte celular por apoptosis, que se evidenció por un 

aumento en el índice apoptótico (Figura 34). Cuando a estas células se les administró 

melatonina, simultáneamente con GLUT y BSO, la indolamina pudo contrarrestar el daño 

causado por el tratamiento oxidante. Los resultados actuales demuestran que la 

melatonina protege las GMSCs al disminuir el anión superóxido y la apoptosis, evitando 

así la pérdida de viabilidad en las GMSCs expuestos a un modelo in vitro de estrés 

oxidativo compuesto por BSO + GLUT. 

Yu et al. 304 encontraron que el receptor de GLUT, NMDA está presente en 

fibroblastos de ligamento periodontal humanos. Este hecho podría explicar la mayor 

sensibilidad de las GMSCs al GLUT. Se necesitan más estudios para dilucidar este 

hallazgo. 

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria desencadenada por la biopelícula 

oral, donde el EO desempeña un papel fundamental para el inicio y la persistencia de la 
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inflamación crónica tal como fue señalado en el nuevo modelo de enfermedades 

periodontales 7. La periodontitis no solo es una inflamación localizada, sino que a menudo 

está asociada a otras afecciones, como diabetes mellitus, síndrome metabólico y el 

consumo de tabaco 39, 291, 305. Se sugirió que el estrés oxidativo puede ser un factor común 

entre ellos 39. Además, cuando se realiza la terapia periodontal no quirúrgica, los 

parámetros del estado oxidativo sistémico mejoran de manera similar a los controles 

sanos 293, 305. Debido a esto, es razonable centrarse en la investigación de agentes 

antiinflamatorios y preventivos como estrategias terapéuticas complementarias. A esto se 

le deben sumar los tratamientos periodontales estándar, como el desbridamiento de la 

superficie de la raíz, tal como fuera señalado por Preshaw et. al. 305, como fue señalado 

previamente respecto a que las terapias periodontales deberían suscribir a ser cada vez 

más personalizadas 243. 

Las propiedades de la melatonina se han estudiado en otras ocasiones en células 

del ambiente bucal sometidas a distintas injurias. Ejemplo de esto es el trabajo de Proksch 

et al. 307, quienes estudiaron la toxicidad del digluconato de clorhexidina en una línea 

celular de osteoblastos MC3T3. Estos autores arribaron a diferentes conclusiones, en 

primer lugar, que el digluconato de clorhexidina a dosis mucho más bajas (0,01; 0,001 y 

0,0001%) que las utilizadas clínicamente para la irrigación de bolsas periodontales (2%) 

308 es tóxico para estas células. Al respecto se ha de destacar que, en el presente trabajo, 

en un principio se utilizó digluconato de clorhexidina para aseptizar las bocas de las ratas 

previa a la escisión de la encía (datos no incluídos), lo cual resultó en la imposibilidad de 

obtener células viables para cultivo. Por otro lado, la melatonina inhibió la muerte celular, 

y la apoptosis en esta línea celular. Los autores concluyeron que la melatonina es una 

´prometedora herramienta´ para las terapias periodontales. En el modelo de daño celular 

propuesto en esta tesis, la melatonina fue suministrada a una concentración mucho más 

alta que la utilizada por Proksch et al., esto es 500 µM y 50 µM, respectivamente. Esta 

gran diferencia de dosaje, puede deberse a que las células de líneas celulares son mucho 

más resistentes al daño celular que las células de un cultivo primario. Las GMSCs, 

además, al estar indiferenciadas, son más sensibles al daño celular, por lo cual indicaría 

que las dosis de melatonina a utilizar deben ser más altas. No obstante, se demostró que 

melatonina no es tóxica desde los 0,032 µM hasta los 1000 µM (Figura 32).  

El uso de cultivos primarios de células imita mejor a las células que le dieron 

origen y los resultados pueden traspolarse de manera más confiable 309. Es por ello que 

en el presente trabajo, se utilizaron cultivos primarios y se caracterizó el daño en 
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intensidad y duración, mostrando un máximo daño a las 48 h. a diferencia de Proksch et 

al., que arbitrariamente midieron el daño celular a las 24 h. Y a las 72 h. 

Debido a su baja toxicidad, propiedades protectoras, de diferenciación y de bajo costo, en 

comparación con el gold standard en la periodoncia regenerativa -tales como proteínas 

derivadas del esmalte 18, 221, 250 -, la melatonina podría ser un fármaco de elección para 

este objetivo. En un estudio, Balaji et al. 312 encontraron que los niveles de melatonina 

eran más altos en el tejido gingival de las personas con periodontitis. Esto podría explicar 

la posible función protectora de la indolamina en el tejido gingival, ya que la encía es el 

primer desafío inmunológico que deben enfrentar los patógenos periodontales, por su 

función de barrera física y química, tanto por el epitelio como por las quimiocinas 

producidas por el mismo 313. Se logró arribar a la conclusión de que la melatonina tiene 

un efecto antiapoptótico en las GMSCs. Se podría complementar este trabajo, con la 

medición de mediadores de inflamación para comprobar el efecto de ´buffer 

inmunológico´ de la melatonina y de las GMSCs.  

Esto podría sustentarse en el hecho de que se ha demostrado la existencia de 

GMSCs extraídas de tejidos gingivales inflamados, que exhiben un perfil fenotípico, y 

potencial de diferenciación, tanto in vivo como in vitro, incluso más que las GMSCs 

aisladas de tejido gingival sano 314. Dicho hallazgo es de mucha relevancia, ya que las 

GMSCs son aisladas de un tejido en constante contacto con el desafío bacteriano, lo cual 

señala atributos positivos debido a la persistencia de dichas células en este ambiente, a la 

vez que mantienen sus propiedades mesenquimales. La obtención de GMSCs para esta 

tesis estuvo sujeta, en un primer momento, al desafío bacteriano presente en el ambiente 

bucal de las ratas, como ya fue mencionado. Esto representa un dato no menor, debido a 

la dificultad de obtener células en un cultivo primario estéril y la habilidad de estas células 

para, en los primeros días de cultivo, ser capaces de sobrevivir tanto al reto bacteriano 

como así al antiséptico utilizado en las encías. A partir de esto se podría delimitar a las 

GMSCs como una prometedora fuente de células a utilizarse en terapias periodontales 

regenerativas, donde podrían ser expuestas a un ambiente inflamado. 

Esta investigación ayudó a dilucidar los mecanismos por los cuales las GMSCs se 

dañan durante una lesión celular relacionada con el agotamiento de glutatión, que causa 

estrés oxidativo. Se podría confirmar que la melatonina actúa como una molécula 

protectora de las GMSCs por su rol como antioxidante y antiapoptótico. 
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Efecto osteodiferenciador de la melatonina  

El estudio de las actividades osteogénicas de la melatonina abre un nuevo 

panorama para estudiarlas, en un contexto de reproductibilidad, para dar sustento a futuras 

intervenciones clínicas de periodoncia regenerativa. 

En diversos estudios in vitro, in vivo y clínicos, orientados a la osteoporosis 252, 

254, 255 , se destacan los efectos de la melatonina cuando es suministrada en mujeres 

perimenopáusicas, que presentan osteopenia, postulándola así como un fármaco 

preventivo para la osteoporosis, mediante la restauración de la proporción OPG:RANKL. 

También es destacable que la melatonina actúa vía receptores MT2. 

Tinto et al, suministró melatonina 1 mg/día vía oral en pacientes con periodontitis 

en estadio III, comparada con la terapia periodontal convencional, hallando diferencias 

significativas en la reducción de la bolsa periodontal inmediata 315. Las limitaciones de 

ese estudio radican en el poco tamaño muestral y la falta de medición de marcadores de 

osteoformaciónes, tales como la proporción RANKL/OPG. Bazyar et al 293 suministraron 

6 mg/día vía oral de melatonina como adjunta a la terapia básica en pacientes diabéticos, 

y encontraron significativas reducciones de interleuquinas proinflamatorias, como TNF 

α, IL-6 y PCR. Cabe destacar que este estudio midió a las ocho semanas, a diferencia del 

seguimiento de seis meses del estudio de Tinto et al. De modo similar Chitsazi et al 316 

estudió la terapia básica periodontal en combinación con melatonina y vitamina C, 

hallando, tal como los anteriores estudios, mejorías clínicas. 

En un estudio de pacientes diabéticos por Cutando et. al. 249 se llegó al resultado 

de que la aplicación tópica de melatonina muestra mejoras en el índice gingival y en la 

profundidad de la bolsa. De esta manera se reducen las concentraciones salivales de 

RANKL y se aumentan las concentraciones salivales de osteoprotegerina. Estos hallazgos 

indican que la melatonina aplicada tópicamente puede reducir la pérdida de hueso 

alveolar, y ayudar a retrasar la progresión de la enfermedad periodontal. 

Hasta el momento, dentro de lo estudiado para abordar el presente trabajo de tesis, 

es la primera vez que se estudian los efectos osteodiferenciadores de la melatonina en esta 

subpoblación de MSCs. La melatonina no solo fue protectora de las GMSCs, sino que 

también, promovió un mayor nivel de osteodiferenciación comparado con los controles 

con medio osteogénico solo.  

Estudios básicos, como el presente, brindan sustento a la posible aplicación de 

melatonina en el tratamiento de la terapia básica periodontal. Más aun, se postula a la 



Discusión 

100 

 

melatonina en base a los resultados obtenidos, no solo como un agente preventivo de 

aparición y desarrollo de la periodontitis, sino como a un adjunto en terapias regenerativas 

periodontales, en conjunto con el posible uso de GMSCs. No obstante, se deben tener 

presente las limitaciones un estudio in vitro, el cual representa una porción reducida del 

del sistema. 

Influencia del daño celular a las GMSCs en diferentes momentos del 

protocolo de diferenciación osteogénica 

La bibliografía sugiere que hay una correlación positiva entre la ingesta de 

antioxidantes y anabolismo óseo 18, 254, 317 , 318-320. Es por este motivo que no se esperaba 

que ante el daño celular relacionado con el estrés oxidativo, mediante la depleción de 

GHS, con el modelo propuesto en este estudio, se incrementara la diferenciación de 

osteoblastos, evidenciada claramente mediante el aumento de alizarina roja en los grupos 

tratados con medio OS+. El diseño experimental buscó mimetizar lo ocurrido en las 

MSCs del ambiente periodontal en diferentes estadíos de diferenciación de acuerdo a lo 

planteado en el último objetivo de esta tesis. Se conjeturaba que ante medios inductores, 

las mismas diferenciaran al linaje osteogénico. Por el contrario, si se le añadía el modelo 

de daño celular depletor de glutatión, era esperable que las células diferencien en menor 

medida a linaje osteogénico. Los medios se removían luego de 48 horas coincidiendo con 

el recambio de medios del protocolo estándar y se colocaba medio fresco. Dichos 

resultados no condicen con lo hayado por Wang et al. 116 quien encontró que en su modelo 

de daño celular ocasionado por acido butírico, las células veian afectadas su capacidad de 

diferenciación y mineralización, evidenciado por la disminución de la FAL y genes 

osteogénicos.  

Dado que la periodontitis es una enfermedad crónica, es una limitación de este 

estudio no haber expuesto a estas células durante los 18 días de duración del protocolo al 

modelo de daño celular de BSO y glutamato con y sin melatonina. En un futuro debería 

investigarse con el modelo de daño durante todo el protocolo de diferenciación. No 

obstante, las células tratadas con los medios OS-, mostraron una ostensible caída en la 

viabilidad, que por más que se recambiaron los medios a las 48 horas, mostraron al final 

una drástica caída en la viabilidad. A su vez, la melatonina fue efectiva para suprimir 

dicho efecto llevando a los valores de los controles. Esto indicaría la susceptibilidad 

mayor en las GMSCs que en las ya comprometidas a linaje osteogénico.  
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Tal como se comprobó en la última etapa de este trabajo, el glutamato actuaría 

como diferenciador osteogénico en estadios iniciales de la diferenciación celular 320. Ante 

cambios mecánicos de la microarquitectura ósea, el glutamato actúa como un 

neurotransmisor de los mismos 321. Sumado a esto, se han identificado receptores de 

glutamato en células de ligamento periodontal 304. Asimismo, estudios previos han 

indicado que el glutamato activa vías Wnt y AP-1 321. Más aún, en otro estudio, 

identificaron que el ERK1 / 2 y proteína quinasa C, se activaron en 30 minutos 

secuencialmente, demostrando que la vía señalizadora de la señal MAPK también está 

involucrada en la señalización del glutamato, y que esto conduce a diferenciación 

osteogénica y cementogénica 323-326. Es de destacar, que si bien no estaba dentro de los 

objetivos de esta tesis, este hallazgo es interesante y se confirma con lo hallado en la 

bibliografía.  

Romagnoli et al. 276 utilizó un modelo depletor de GHS basado únicamente en 

BSO en la línea celular osteoblástica SaOS-2, descubriendo de esta manera que el BSO 

inhibe la diferenciación osteoblástica. Interesantemente en este estudio, solo colocaron 

BSO durante los primeros dos días de diferenciación osteogénica, logrando así su 

disminución. En este trabajo de tesis, las GMSCs fueron sensibles a la combinación de 

BSO y GLUT.  

Agidigbi et al 327 hallaron que el aumento de GSH aumenta la diferenciación y 

actividad de los osteoclastos. No se analizó, en el presente trabajo, la actividad de 

osteoclastos, lo cual representa una limitación. No obstante, el hecho de que las GMSCs 

sean sensibles solo en su estadio indiferenciado, y que puestos en marcha los mecanismos 

para realizar un compromiso hacia el linaje osteogénico, indicaría la relevancia del estadio 

de diferenciación. En otras palabras, cuanto más inmadura sea la célula, mayor va a ser 

el daño relacionado al EO.  

A partir de lo ya mencionado, la melatonina es más efectiva como preventiva, en 

cuanto a la diferenciación osteogénica. Coincidiendo, de esta manera, con el estudio de 

Renn et al. 328. Según nuestros resultados, la melatonina es muy efectiva como preventiva 

del daño celular. Esto se debe a que fue capaz de revertir el daño ocasionado en células 

inmaduras (GMSCs tratadas con OS-). Una vez que estas comienzan a comprometerse 

hacia el linaje osteogénico, como consecuencia del tratamiento con medio OS+, la 

melatonina no ejerce efecto protector. Esto puede ser debido a que las células una vez 

diferenciadas, son menos sensibles al daño celular, relacionado al estrés oxidativo. Estos 

resultados son compatibles con los de Renn et al 328 quienes arribaron a la conclusión de 
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que la melatonina es más efectiva cuando es suplementada previamente a la periodontitis, 

postulándola como un agente preventivo de dicha enfermedad. En el trabajo presente, se 

constató que la melatonina protege células indiferenciadas en un ambiente de estrés 

oxidativo relacionado con la depleción de glutatión.  

En cuanto al daño celular, ocasionado por este modelo constituido por BSO y 

glutamato en los ensayos de capacidad clonogénica, la melatonina no fue capaz de revertir 

el daño en la formación de UFCs. Esto puede deberse a la escasa cantidad de células 

sembradas (150 por pocillo). Esto habla de la relevancia de la cantidad de células madre 

que deben de haber en el nicho a ser reparado periodontalmente, el cual cuenta con un 

ambiente inflamado y con ROS 6, 39. Estos experimentos determinan que la cantidad de 

GMSCs iniciales es crítica para lograr una regeneración eficiente. En el ensayo de la 

herida, se observó que la melatonina fue capaz de revertir el daño ocasionado por el BSO 

y el glutamato, nuevamente, la melatonina prueba ser un potente adjuvante para promover 

una correcta regeneración periodontal. Esta afirmación puede ser hecha ya que protege a 

las células, para que puedan migrar al lugar donde se las necesite, tal es en el caso de un 

defecto óseo como consecuencia de la periodontitis.  

Se destaca que, si bien nos encontramos en un período de expansión terapéutica 

ante la incorporación de células madre a la clínica, existen muchos tratamientos con 

escasa base científica prendando con promesas sobre pacientes que no encuentran 

respuesta en la medicina tradicional. Habiendo múltiples alertas de precaución de 

organismos internacionales, como la FDA, EE.UU 329 sobre dicha vulnerabilidad en el 

sistema médico. Por ello, se debe enfatizar que estudios básicos, como el presente, 

resultan de interés tanto para la sociedad, como para la comunidad médica. Estos estudios 

sustentan las prácticas terapéuticas. 
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Figura 49. Mecanismo propuesto mediante el que actúa la melatonina sobre las GMSCs estudiadas 

en este trabajo. Las GMSCs mostraron un aumento de diferenciación osteogénica al añadirse melatonina 

al medio osteogénico. A su vez, las GMSCs son sometidas al estrés oxidativo relacionado con el modelo 

constituido por BSO y GLUT. Cuando las mismas fueron cultivadas en un medio no osteogénico, el estrés 

oxidativo afectó su viabilidad por apoptosis. Sin embargo, la melatonina a dosis de 500 µM restituyó la 

viabilidad. Cuando las células fueron sometidas al medio osteogénico estas lograron diferenciarse, 

independientemente de la adición del modelo de estrés oxidativo. Esto puede deberse al glutamato, o bien, 

a un mecanismo adaptativo de las células, ante la injuria perpetrada por el modelo de BSO y GLUT. 

Ilustración científica: Verónica M. Solá. 
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Conclusiones 

Se concluye, en una primera instancia, que el tejido gingival es apto para el 

aislamiento y la expansión, y para el establecimiento de cultivos abundantes de GMSCs 

de rata. Se ha demostrado que dichos cultivos presentan células de morfología 

fibroblastoide y adherencia al plástico y, con alta capacidad de autorenovación. A su vez, 

se observó la capacidad de migración y de adhesión celular en los ensayos de la herida. 

Más aún, las células aisladas mostraron transcriptos positivos para marcadores 

mesenquimales, CD73, y CD105 y negativos para marcadores hematopyéticos, CD34 y 

CD 45. En estos cultivos de GMSCs, la combinación de drogas DL-butionina sulfoximina 

junto con glutamato, producen un daño celular relacionado al estrés oxidativo, que fue 

evidenciado por la disminución de la viabilidad en concordancia con el aumento de anión 

superóxido y apoptosis. La melatonina fue capaz de evitar dicho daño, evidenciado por 

la restauración del índice apoptótico de los niveles basales. Se pudo demostrar la relación 

entre la viabilidad celular y los niveles de anión superóxido. Más aun, la melatonina no 

resulta tóxica dentro de amplio rango de dosis (0,032 µM-1000 µM). 

Las GMSCs mostraron diferenciación osteogénica en dieciocho días de cultivo 

con medios de inducción, resultando, la melatonina, en un contundente factor de 

diferenciación. Esto fue observado tanto mediante tinción con alzarina roja, como 

mediante el aumento de la actividad de fosfatasa alcalina. Funcionalmente, las células 

diferenciadas cesaron su migración y su capacidad clonogénica. Este grado de 

diferenciación tuvo incidencia en el comportamiento de las células ante el daño generado 

por el DL-butionina sulfoximina y glutamato. 

Las GMSCs tratadas con medios basales, durante todo el protocolo de 

diferenciación, fueron dañadas y su viabilidad disminuyó en los tres estadios estudiados. 

La melatonina, por su parte, fue capaz de revertir este efecto y de restaurar a los valores 

controlables. No obstante, en el caso de las UFCs, el daño celular ocasionado no pudo ser 

atenuado por la misma. Las células tratadas con medio osteogénico, interesantemente, 

demostraron un incremento en la diferenciación, reflejado en un aumento cuantitativo de 

la alizarina roja, debido a la acción del glutamato en los estadios iniciales. En los estadios 

medios y finales, la diferenciación fue causada por la combinación de DL-butionina 

sulfoximina y glutamato.  

Se concluye, por último, que la melatonina no solo protege a las GMSCs del daño 

celular, sino que también, promueve su diferenciación osteogénica. Los resultados aquí 
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presentados sustentan su posible uso, no solo como coadjuvante en la terapia periodontal 

no quirúrgica, sino también en las terapias regenerativas periodontales. Las GMSCs, por 

su facilidad de obtención y expansión, son candidatas para dichos procedimientos junto 

con la melatonina. No obstante, tanto sus propiedades inmunogénicas y, sobre todo, 

tumorigénicas deben ser cuidadosamente estudiadas antes de proceder a estudios clínicos.  
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Perspectivas futuras 

Este trabajo contribuye, en modo significativo, a la comprensión de la capacidad 

de las GMSCs en su capacidad clonogénica, proliferativa, y en la preservación de sus 

propiedades a través de sucesivos pasajes. A pesar del trabajo anteriormente presentado, 

se resta por conocer, a futuro, sus relevantes propiedades inmunomoduladoras. 

 En dicha tesis, se caracterizaron varios marcadores de MSCs mediante los 

transcriptos de ARNm. Sin embargo, la ISCT requiere la caracterización proteica, 

mediante una técnica de citometría de flujo, de un panel ampliado de marcadores de 

superficie. Por lo cual, sería necesario, en un futuro, adherirse a dicho protocolo de 

caracterización. 

 En base a hallazgos en las capacidades protectoras y osteodiferenciadoras de las 

GMSCs, se prevé la caracterización de sus receptores de melatonina y la activación de las 

cascadas de señalización activadas. 

 Basándose en el interesante aporte, en cuanto a los estadios de diferenciación y el 

grado de madurez de las GMSCs al inducirse daño por estrés oxidativo, se prevé la 

medición de ROS en forma directa y la expresión de glutatión por parte de las células. 

 En cuanto a la información aportada, sobre los osteoblastos diferenciados de 

GMSCs, se prevé estudiar el rol de los osteoclastos, su interacción con los osteoblastos y 

el rol de la melatonina en dichos grupos celulares. 

 Teniendo en cuenta los resultados sobre el rol de la melatonina y su capacidad 

osteodiferenciadora, se propone a futuro compararla con las proteínas derivadas del 

esmalte, como terapéuticos regenerativos.  

 Sobre los conceptos abordados en esta tesis, se propone a futuro implementar un 

modelo in vivo de regeneración periodontal constituido por GMSCs alogénicas, y por la 

melatonina, como potenciadora de esta diferenciación y moduladora de la inflamación.  
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Anexo I: Producción científica y docente originada de esta 

tesis 

Publicaciones en revistas con referato 

-Melatonin is an effective protector of gingival cells damaged by the cytotoxic effect of 

glutamate and DL-buthionine sulfoximine. Solá VM, Aguilar JJ, Vazquez Mosquera AP, 

Carpentieri AR. 2020;00:1–8. Journal of Periodontal Research. DOI:10.1111/jre.12806. 

-Melatonin and Periodontal tissues: molecular and clinical perspectives. Carpentieri AR, 

Peralta Lopez ME, Aguilar JJ, Solá VM. Pharmacological Research. 2017; 125:224-

231.Ed: Elsevier. Devon. UK. ISSN: 1043-6618.  

-Melatonin promotes osteogenic differentiation in GMSCs. Solá VM, Aguilar JJ, Farías 

A, Carpentieri AR. En preparación. 

Participación de reuniones científicas 

-Presentación oral. Obtención y caracterización de células mesenquimales de encía de 

rata. Solá VM, Aguilar JJ, Farías A, Vazquez Mosquera AP, Carpentieri AR. Sociedad 

Argentina de Investigación Odontológica. Noviembre 2019.  

-Presentación oral. Melatonina disminuye el daño celular en diferenciación osteogénica 

in vitro. Solá VM, Aguilar JJ, Farías A, Carpentieri AR. Sociedad Argentina de 

Investigación Odontológica. Noviembre 2019. 

-Presentación oral. Melatonina: Efectos antioxidante y diferenciador en cultivos celulares 

de encía de rata. Solá VM, Aguilar JJ, Fontana S, Carpentieri AR. Sociedad Argentina 

de Investigación Odontológica. Octubre de 2018. Este trabajo obtuvo el premio Colgate 

investigadores jóvenes. 

-Presentación oral. Efecto proliferativo y antiapoptótico de melatonina en cultivos 

primarios de fibroblastos de encía de rata. Solá VM, Aguilar JJ, Carpentieri AR. Sociedad 

de Endocrinología Córdoba. Diciembre 2016. 

-Presentación de póster. Efecto protector de melatonina en cultivos de fibroblastos de 

encía de rata. Solá VM, Aguilar JJ, Carpentieri AR. Sociedad Argentina de Investigación 

Odontológica. Noviembre de 2016. 

-Presentación de póster. Efecto de la melatonina sobre los cultivos de fibroblastos 

derivados de encía de ratas: estudio preliminar. Solá VM, Aguilar JJ, Grenon MS, 

Carpentieri AR. Sociedad Argentina de Investigación Odontológica. Noviembre de 2015. 
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Actividad docente: 

-Docente dictante del módulo de “Cultivo primario de tejidos del ambiente bucal” en el 

curso de cultivo celular del Instituto J.M. Vanella. FCM-UNC. 

Aclaración: 

La primera imagen de esta tesis fue tomada del grabado ´La gran ola de Kanagawa´ de 

Katsukiya Okusai (1833). El haiku corresponde al poeta japonés Shigeyori. 

Las ilustraciones fueron realizadas por la autora de esta tesis. Las mismas son solo 

ilustrativas, las proporciones no respetan la realidad. La reproducción de dichas imágenes 

debe hacerse bajo permiso de la autora.  

 


