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                                                                                                                          Justificación 
 

 
 
 
 
 El tratamiento implantológico ha supuesto una revolución dentro del ámbito 

odontológico. Cada día son más los pacientes que demandan una rehabilitación oral con 

implantes dentales para satisfacer sus necesidades tanto estéticas como funcionales. Desde 

que aparecieron los primeros implantes dentales éstos han sufrido numerosas modificaciones 

que han tenido como finalidad mejorar de una manera importante la osteointegración, haciendo 

del implante un tratamiento protésico fiable y duradero. 

 

Aunque actualmente, la carga inmediata en los implantes dentales es un hecho que debe reunir 

una serie de requisitos, en muchas ocasiones, la correcta osteointegración del implante y su 

posterior carga requiere de un periodo de tiempo más o menos prolongado. Es por ello, que 

nuestra investigación ha tenido como objetivo demostrar que la aplicación de melatonina sobre 

la superficie de los implantes mejora considerablemente la osteointegración, acelerando este 

proceso y por ello disminuyendo el tiempo necesario para la carga implantaria. 

 

El futuro de la implantología pasa por acelerar los procesos de osteointegración con 

tratamientos sobre la superficie del implante y/o con elementos que actúen sobre el 

metabolismo óseo de forma directa, como ocurre con la melatonina. Ésta molécula aporta a la 

implantología un avance importante en la consecución de esta meta. 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 

      JUSTIFICACIÓN 

03 



Tesis Doctoral ~ Javier Guardia Muñoz 
 

04 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Introducción
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Tesis Doctoral ~ Javier Guardia Muñoz 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

06 



                                                                                                                          Introducción 
 

 

1. MELATONINA 

1.1 Definición y biosíntesis 

La melatonina es la N-acetil-5-metoxitriptamina, una hormona sintetizada y secretada por la 

glándula pineal, descrita inicialmente por McCord y Allen (1917)1 y aislada por primera vez por 

Lerner y cols. (1958)2. En mamíferos, la secreción de melatonina por la glándula pineal es 

considerada una eferencia directa del sistema de organización circadiana del cerebro3,4 

Es una molécula que tiene su origen en la glándula pineal; se trata de un órgano impar de un 

peso aproximado de 120 mg con forma de cono aplanado, es una prominencia dorsal de la 

pared posterior del tercer ventrículo y por ello se sitúa entre los tubérculos superiores del 

mesencéfalo, en la fosa pineal (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Corte sagital del cerebro. 

Por sus características anatómicas, llamó muy pronto la atención de los médicos. La primera 

      INTRODUCCIÓN 

descripción de la glándula pineal se atribuye a Herófilo de Alejandría, en el siglo III a.C, quien la 

vinculó a funciones valvulares reguladoras del “flujo del pensamiento” en el sistema ventricular. 
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Galeno (siglo II a. C) describió su anatomía y la llamó konarium (cono de piña), denominación 

que ha perdurado hasta nuestros días junto con la de pineal (del latín pinea, piña). En el 

Renacimiento, Andrés Vesalio aportó una descripción anatómica precisa en su obra De Humani 

Corporis Fabrica (1543). René Descartes la calificó en su póstumo De homine (1633) de tercer 

ojo, no por su papel en el control del fotoperiodo, aún desconocido, sino, porque, según su 

concepción dualista, constituía la sede del alma. Además se encargaba de la percepción del 

entorno. 

Es el en siglo XIX cuando se aborda la glándula pineal desde diferentes frentes: anatómico, 

histológico y embriológico; y se mostró su semejanza con la epífisis de vertebrados inferiores. 

En el siglo XX, Heubner relacionó la glándula pineal con la reproducción, pero es en 1943, 

cuando Bargman sugirió que la función endocrina de la glándula estaba regulada por la luz a 

través del sistema nervioso central. 

La era actual del conocimiento pineal se inicia en 1954, Julian Kitay y Mark Altschule atribuían a 

la glándula tres propiedades: su intervención en el control de la función gonadal, su 

participación en la respuesta cromática dérmica a los cambios de luz ambiental en vertebrados 

inferiores y alguna vinculación con la conducta. 

Por último en 1965, dos hecho contribuyeron a consolidar el concepto de la glándula pineal 

como órgano neuroendocrino activo en mamíferos. Hoffman y Reiter demostraron que la 

oscuridad, o fotoperiodos cortos, inducían cambios gonadales en el hamster, que podían ser 

suprimidos por la pinealectomía. Axelrod y Wurtman acuñaron la expresión “transductor 

neuroendocrino” para describir la glándula como un órgano que convierte un estímulo neural 

proveniente de la retina y originado por la luz ambiental en una respuesta endocrina, la 

producción de melatonina 5. 

Las células encargadas de sintetizar la melatonina son los pinealocitos, siendo éstas las células 

parenquimales de la glándula pineal. Son células que responde a los cambios en la luminosidad 

durante el ciclo luz/oscuridad, lo que hace que su actividad metabólica se sincronice a un 

periodo de 24 horas denominado ritmo circadiano. En sujetos normales la mayor secreción de 

melatonina se produce entre las doce de la noche y las dos de la madrugada, y la mínima entre 

el mediodía y las dos de la tarde6. 
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La melatonina es sintetizada desde la serotonina, y la glándula pineal contiene todas las 

enzimas necesarias para sintetizar la serotonina desde el triptófano, así como dos enzimas 

requeridas para convertir la serotonina en melatonina. La enzima que limita la cantidad, 

serotonina N-acetiltransferasa, convierte la serotonina en N-acetilserotonina, que es convertido 

a melatonina por medio de la enzima 5-hidroxiindol-O-metiltransferasa, que utiliza como 

donante del grupo metil a la S-adenosil metionina7 (Figura 2).  

 

Figura 2. Biosíntesis de la melatonina a partir de la serotonina. 

Inicialmente la melatonina se definió como la hormona que mediaba las variaciones anuales en 

la capacidad reproductora de animales con ciclos de reproducción estacionales. Actualmente se 

sabe que influye en numerosos aspectos de la biología circadiana, acciones mediadas por la 

unión de la hormona a receptores de membrana8,9. Estudios posteriores han permitido 

relacionar a la melatonina con aspectos de la fisiología intracelular a través de mecanismos que 

son independientes de la acción de la hormona sobre receptores de membrana. En este 

sentido, se han identificado y caracterizado receptores nucleares para la melatonina en órganos 
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periféricos10,11 y células del sistema nervioso central12. Se ha demostrado también la capacidad 

de la melatonina para unirse a proteínas citosólicas como la proteína kinasa C13, la 

calmodulina14 y la calreticulina15, probablemente, también a la quinona-reductasa-216 modulando 

a través de esta interacción las acciones intracelulares del calcio y la dinámica de determinados 

receptores nucleares, respectivamente. 

Según todos estos datos, hoy día se empieza a considerar a la melatonina no como una 

hormona en el sentido clásico, sino como un protector celular conservado evolutivamente. Esta 

afirmación se basa en dos hechos: 

1. No se sintetiza en un órgano específico. Se sabe que las enzimas requeridas para la 

biosíntesis de la melatonina se encuentran en otros tejidos además de la pineal, y se sabe 

que diversos de estos tejidos, entre los cuales están la retina, el timo, el bazo, los linfocitos 

B, el ovario, el testículo y el intestino, producen melatonina. De todas formas, la melatonina 

circulante deriva esencialmente de la producida por la pineal, que pasa tanto a la circulación 

cerebral y sistémica como al líquido cefalorraquídeo. La melatonina extrapineal es 

producida por órganos específicos para su uso y no sale a la circulación17.  

2. No actúa en un órgano diana específico. La melatonina alcanza todos los tejidos de la 

economía18,19 y, al ser muy lipofílica, puede actuar a todos los niveles de la célula. Además, 

diversas organelas acumulan melatonina, como el núcleo y la mitocondria10,20.  

1.2  Ritmos circadianos 

La melatonina es un mensajero hormonal del núcleo supraquiasmático y regulador de la 

actividad de este núcleo. Una vez sintetizada, se secreta a la sangre y pasa a diversos fluidos 

corporales como el líquido cefalorraquídeo, ya que al ser una molécula lipofílica atraviesa la 

barrera hematoencefálica. 

La síntesis de melatonina en la glándula pineal se produce de manera circadiana y no se 

almacena, sino que se libera en cuanto se sintetiza21, lo que hace que los niveles de melatonina 

circulantes varíen con un periodo circadiano y sean más altos durante el periodo de oscuridad. 

Esta producción circadiana de melatonina es el resultado de la llegada de información nerviosa 

a la glándula pineal desde el núcleo supraquiasmático. Este último núcleo proyecta al núcleo 

paraventricular, que a su vez proyecta directamente a las neuronas de la columna intermedia de 

la médula espinal. Éstas neuronas preganglionares inervan al ganglio cervical superior, que 
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inerva a la glándula pineal22 (Figura 3). Por la noche, las neuronas postganglionares del ganglio 

cervical superior estimulan la síntesis de melatonina en la glándula pineal. La melatonina se 

libera durante la noche a través de la activación postsináptica de receptores β-adrenérgicos. 

Esto es así, ya que la luz evita la activación adrenérgica de la glándula pineal, produciéndose 

una inhibición en la síntesis de melatonina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Vías nerviosas desde la retina a la glándula pineal. 

1.3 Antioxidante y depurador de radicales libres 

Se ha demostrado que la melatonina tiene propiedades antioxidantes. Esta característica, 

descrita inicialmente por Ianas y colaboradores23, ha sido posteriormente confirmada por 

numerosos estudios utilizando diferentes modelos experimentales. La melatonina tiene la 

capacidad de eliminar, depurar o neutralizar radicales libres, principalmente el radical hidroxilo 

(HO•)24, pero también radicales peroxilo (ROO•)25, peróxido de hidrógeno (H2O2)26, óxido nítrico 

(NO•) y peroxinitritos (ONOO¯)27. 

Una de las principales características físico-químicas de la melatonina para entender su gran 

eficacia como antioxidante es su elevada capacidad de difusión. Se trata de una molécula muy 
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lipofílica, capaz de atravesar cualquier membrana celular, o de las diferentes organelas 

subcelulares28. Esta propiedad implica una función de la melatonina en todas las partes del 

organismo, dado que tiene acceso a todas las células y a todos sus compartimentos. En 

segundo lugar, tiene un potencial redox muy alto, de alrededor de 0.74 V, lo que le confiere una 

alta capacidad de ceder un electrón para reducir cualquier molécula que esté a su alcance29.  

El mecanismo por el cual la melatonina puede neutralizar ROS y fundamentalmente el radical 

HO• consiste en que esta indolamina cede un electrón al radical, eliminando su elevada 

reactividad, y por tanto, su toxicidad. De esta manera, la propia melatonina se convierte en un 

radical denominado radical catión indolilo30.  Éste interacciona entonces con un radical anión 

superóxido, precursor del HO•, para generar el metabolito no enzimático de la melatonina, la N1-

acetil-N2-formil-5-metoxiquinurenamina (aFMK), que se elimina en la orina (Figura 4). En este 

sistema directo de eliminación de radicales libres, la melatonina y su radical catión indolilo 

eliminan en realidad dos radicales libres a la vez, uno hidroxilo y otro superóxido. Por tanto, la 

capacidad de actuar como neutralizador de radicales HO• de la melatonina es altamente 

específica, y depende, como hemos visto ya, de la estructura química de la molécula.  

Esta acción directa como neutralizador de radicales libres se complementa con un efecto 

estimulante de la actividad de algunas enzimas antioxidantes de la célula31, y de inducción de la 

expresión de estas enzimas, tales como la SOD, GPx y GRd32. Debido a este efecto y a su 

elevada lipofilia, que le permite actuar a todos los niveles celulares (membrana, citosol, núcleo, 

mitocondria), su actividad antioxidante es más eficaz que la de otros antioxidantes ya 

conocidos25. 
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 Figura 4. Mecanismo de neutralización de un radical hidroxilo y un radical anión 
superóxido por la melatonina. 
 
 

1.4 Inmunomodulador 

La relación entre melatonina y sistema inmune es cada vez más estrecha. En situaciones 

en las que se produce una inhibición en la producción de melatonina se observa un estado de 

inmunodepresión que desaparece cuando se administra la hormona. También ciertos efectos 

inmunodepresivos producidos por algunos fármacos son contrarrestados por la melatonina33. 

Aunque está clara la relación entre la melatonina y el sistema inmune, no es así la forma en la 

cual se realiza esta influencia sobre la denominada cascada natural de las citokinas en el 

sistema inmunitario. La relación entre IL-2 y melatonina (función de neuroinmunomodulación) se 

demuestra en diversas investigaciones34. En un estudio realizado por Lisoni y cols.35 muestran 

que la secreción de IL-2 aumenta durante la noche, de una forma concomitante a la melatonina, 

mientras que no existen evidencias de secreción circadiana de otras citoquinas. La glándula 

pineal estimula la producción endógena de IL-2. El aumento nocturno de las concentraciones 

sanguíneas de IL-2 podría depender, al menos en parte, de la acción promotora de la 

melatonina, cuya liberación aumenta durante el periodo de oscuridad. 
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García-Maurino y cols.36 señalan en un estudio realizado in vitro que la melatonina es capaz de 

activar los linfocitos CD4+ aumentando la producción de IL-2 e IFN-γ, lo que podría sugerir que 

la melatonina puede estar implicada en la regulación de las funciones inmunes en humanos 

modulando la actividad de las células CD4 y monocitos. 

1.5 Estimulador de la formación ósea 

Numerosos trabajos señalan a la melatonina como un importante mediador en la 

estimulación y formación de hueso. A concentraciones micromolares la melatonina estimula la 

proliferación y la síntesis de fibras de colágeno tipo I en osteoblastos humanos in vitro37.  

Por otra parte, en cultivos de preosteoblastos procedentes de ratas aumenta la expresión 

génica de la sialoproteína ósea y de otros marcadores proteicos de hueso, incluyendo la 

fosfatasa alcalina, la osteopontina y la osteocalcina, de una manera dosis-dependiente, 

reduciendo su periodo de diferenciación a osteoblastos de 21 días, que es lo normal, a 12 días.  

Esta acción parece estar mediada por los receptores de membrana de la hormona38.  

Dentro del metabolismo óseo, otra importante acción biológica directa de la melatonina se 

centra en el osteoclasto, célula multinucleada encargada de la reabsorción de matriz 

extracelular mediante diversos mecanismos, dentro de los cuales ya hemos visto que se 

encuentra la producción de radicales libres. La melatonina, a través de su acción antioxidante y 

depuradora de radicales libres comentada anteriormente, podría interferir en esta función del 

osteoclasto e inhibir de esta forma la reabsorción ósea39. Esta inhibición en la reabsorción ósea 

se vería potenciada por otra acción de la indolamina a nivel de la osteoclastogénesis, ya que 

Koyama et al. han observado que la aplicación de melatonina en rangos de  5 a 500 μM 

disminuye de manera dosis-dependiente la expresión de mRNA de RANK y aumenta tanto los 

niveles de OPG como de mRNA de OPG en líneas celulares preosteoblásticas MC3T3-E1
40. 

Todos estos datos confirman un efecto osteogénico de la melatonina que puede ser 

clínicamente importante, ya que podría ser usada como potencial agente terapéutico en 

situaciones en las que sea deseable un aumento de la formación ósea, como cicatrización de 

fracturas u osteoporosis39.  

1.6 Melatonina y cavidad oral 

La melatonina llega a la cavidad oral a través de las glándulas salivales, donde se filtra 

desde la circulación general. La proporción de melatonina salival/melatonina plasmática en un 
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patrón de 24 horas oscila entre 0.24 y 0.33, esto quiere decir que las concentraciones de 

melatonina en saliva están en torno al 24-33% de las que la hormona alcanza en plasma. Lo

autores coinciden en que aproximadamente el 70% de la melatonina plasmática está ligada a

albúmina, por lo que esta melatonina ligada no aparecerá en saliva en cantidad apreciable. De 

este modo, la melatonina salival representa la porción de melatonina circulante no ligada a 

albúmina, es decir, melatonina libre41,42.  

Hoy en día la determinación de melatonina salival puede ser utilizada como técnica fiable en la 

investigación de ritmos circadianos y en aquellos procesos en los que esta hormona pueda

tener un papel relevante. Así, todas las acciones que hemos descrito para la melatonina pueden

tener aplicaciones importantes a nivel odontológico.  

La evidente relación entre radicales libres y algunos procesos orales, fundamentalmente la

enfermedad periodontal, sugiere que la melatonina podría actuar disminuyendo el ataque

oxidativo a los tejidos periodontales, reduciendo los niveles de peroxidación lipídica y otros 

marcadores oxidativos a nivel de la cavidad oral. Sin embargo, son pocas las referencias en la

literatura que aluden al papel antioxidante de la melatonina en la cavidad oral.  

La importancia de la melatonina como antioxidante a nivel oral depende de su efecto paralelo

sobre el sistema inmune. En trabajos publicados previamente por nuestro grupo de 

investigación hemos comprobado que la melatonina ejerce también en la cavidad oral una 

acción reguladora sobre el sistema inmune. Así, en pacientes con CPI (Índice Periodontal 

Comunitario) 3 y 4, con focos infecciosos asociados, se produce un aumento en el número de 

linfocitos T CD4 que guarda gran similitud con la curva de concentraciones de melatonina en 

plasma. De la misma forma, aumentan también los linfocitos CD8 conforme empeora el estado 

oral.  Por tanto, un estado oral deficiente (con índices CPI elevados) podría ser un factor de 

estimulación que actuara sobre la melatonina, la cual ejerce una acción impulsora sobre los 

linfocitos T CD443,44. 
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2. REMODELADO ÓSEO Y OSTEOINTEGRACIÓN 

2.1 Fisiología ósea 
 

El tejido óseo es una variedad de tejido conectivo que consiste esencialmente en una matriz 

extracelular mineralizada y células especializadas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos.  

La sustancia osteoide o componente orgánico de la matriz, producida por los osteoblastos, está 

constituida en un 90% por fibras de colágeno tipo I, que representa la proteína estructural 

fundamental de la matriz ósea. El 10% restante lo componen una serie de proteínas no 

colágenas de menor tamaño que modulan la mineralización y la unión de las células a la matriz, 

y entre las que destacan (Tabla 1): 

− Fosfatasa alcalina: producida por los osteoblastos, es una enzima que libera fosfato 

inorgánico a partir de ésteres fosfóricos con un pH óptimo de 8,6. Merced a ello, por un 

lado incrementa la concentración de iones fosfato necesarios para la mineralización de 

la matriz orgánica; por otro, bloquea la acción inhibidora que los ésteres fosfóricos 

poseen sobre la mineralización. 

− Glucoproteínas con secuencia RGD (Arg-Gly-Asp): osteopontina, osteonectina, 

fibronectina, trombospondina y las sialoproteínas óseas contienen repetida la secuencia 

RGD (Arg-Gly-Asp), que es reconocida específicamente por las integrinas de 

osteoblastos y osteoclastos. Constituye un sistema de reconocimiento que permite el 

anclaje de las células óseas a la matriz y su migración sobre ella, base de los procesos 

de mineralización, remodelado y reparación del hueso. 

− Proteoglucanos: constituidos por un núcleo proteico en el que se engarzan 

glucosaminoglucanos, son macromoléculas sintetizadas por los osteoblastos. En la 

matriz osteoide existen al menos cuatro tipos de estas moléculas: condroitín sulfato (el 

proteoglucano de mayor tamaño, presente sobre todo en las áreas de formación de 

hueso, donde sirve para reservar espacio para el hueso maduro); hialuronano (que 

interviene en la morfogénesis ósea); decorina y biglucano (dos pequeños 

proteoglucanos que actúan como moduladores de factores de crecimiento). 

− Proteínas con ácido γ-carboxiglutámico (osteocalcina y proteína del osteoide con ácido 

γ-carboxiglutámico): este aminoácido modificado se combina con dos iones Ca2+ entre 

sus dos grupos carbonilo. Los osteoblastos sintetizan osteocalcina (una proteína cuyas 

concentraciones en plasma guardan cierta correlación con la mineralización) y la 
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proteína del osteoide con ácido γ-carboxiglutámico, que inhibe la mineralización del 

colágeno en tejidos no óseos. 

− Proteínas séricas retenidas en el mineral óseo: en el tejido óseo se hallan cantidades 

significativas de albúmina, inmunoglobulinas, hemoglobina, α1-antitripsina, β2-

microglobulina, α2-SH-glucoproteína y lipoproteína Apo A-1. 

 

La fase inorgánica está compuesta por pequeños cristales de un mineral de carácter alcalino, la 

hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2]. Estos cristales se incrustan entre las fibras de colágeno para 

formar un tejido que reúne las características adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia45-47. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabla 1. Principales proteínas constituyentes de la matriz ósea.47

 
          

 
 

2.1.1 Osteoblastos y osteocitos 

Al microscopio óptico, los osteoblastos maduros son células grandes de forma cuboidea, 

de 20-30 μm de diámetro mayor, con un núcleo ovalado y citoplasma basófilo azulado por su 

abundante ARN (Figura 5). Con el microscopio electrónico muestran un notable retículo 

endoplásmico rugoso, propio de las células que desarrollan una intensa síntesis proteica. 

Embriológicamente los osteoblastos derivan de células progenitoras multipotenciales del 

estroma medular. Estas células originan osteoblastos, además de fibroblastos, condrocitos, 

adipositos y células musculares, algunas de cuyas características fenotípicas son semejantes a 

las del osteoblasto. 

Proteínas de la matriz osteoide 

1. Colágeno tipo I (90%) 

2. Proteínas no colágenas (10%): 

a) Glucoproteínas: 

• Fosfatasa alcalina 

• Glucoproteínas con secuencia RGD (osteopontina, 

osteonectina, fibronectina, trombospondina, sialoproteínas 

óseas) 

b) Proteoglucanos 

c) Proteínas con ácido γ-carboxiglutámico (osteocalcina, proteína del 

osteoide con  ácido γ-carboxiglutámico) 

d) Proteínas séricas retenidas en el hueso 
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El desarrollo de los osteoblastos está controlado por dos genes:  

a) El CBF A1 (core-binding factor A1), codificador del factor de transcripción así denominado, 

específico de los progenitores del osteoblasto; este factor regula la expresión de genes de 

proteínas específicas de esta célula, como osteopontina, osteocalcina, colágeno tipo I, 

sialoproteínas óseas y el ligando del receptor-activador del factor nuclear-κB (RANK-L). 

b) El gen Ihh (Indian hedgehog), igualmente necesario para el desarrollo embrionario del 

hueso y la actividad de los osteoblastos 48,49. 

Los osteoblastos son células secretoras metabólicamente activas que expresan proteínas como 

la osteocalcina y osteopontina, la osteonectina y otros proteoglicanos y factores señalizadores 

solubles (BMPs, TGF-β, IGF I y II, IL-1 y PDGF). La expresión de estos productos por parte de 

los osteoblastos ocurre durante la embriogénesis ósea y durante su mantenimiento 

(remodelación) y reparación. Las señales que dirigen la mineralización osteoide todavía no han 

sido identificadas. Es probable que la acumulación de proteínas a las cuales se una el calcio, 

sea el inicio del proceso de mineralización50.  

Aunque los osteoblastos están polarizados hacia el hueso, la liberación de las proteínas de la 

matriz osteoide no se limita a su polo basal, sino que muchos de ellos van quedando envueltos 

en tal matriz, convirtiéndose en osteocitos incluidos en las lagunas que se forman en ella. Junto 

con ese destino, los osteoblastos pueden derivar a osteocitos de superficie, también conocidos 

como células limitantes o de revestimiento. Ambos tipos de osteocitos poseen receptores para 

parathormona (PTH) y expresan in vivo ARNm de: actina-β, factores de transcripción c-fos y c-

jun, colágeno y proteínas no colágenas, así como el ARNm del factor de crecimiento semejante 

a insulina I (IGF-I)51. 

En el hueso ya formado, los osteocitos incluidos en las lagunas u osteoplasmas en la matriz 

mineralizada, poseen forma estrellada, con numerosas y finas prolongaciones, y están 

comunicados entre sí por una red de canales, o conductos calcóforos, bañada por el 

denominado fluido óseo. Tal red de canales se forma antes de que se mineralice la matriz 

osteoide. Con microscopia electrónica se ha observado que en el interior de esos canales los 

osteocitos contactan mediante sus prolongaciones, lo que permite su comunicación con la 

superficie del hueso. Precisamente, un papel fisiológico primordial de los osteocitos es la 

detección de estímulos mecánicos y variaciones de tensión y morfología del hueso producidas 

por las cargas que soportan en su superficie, así como su traducción en el remodelado óseo. 
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Cuando se produce la reabsorción del hueso por los osteoclastos, los osteocitos quedan fuera 

de las lagunas como células de revestimiento en reposo47. 

 
     

   Figura 5. Tejido óseo. Las flechas naranjas señalan los osteoblastos †. 
 

2.1.2 Osteoclastos 

Los osteoclastos derivan embriológicamente de células progenitoras hematopoyéticas 

denominadas “unidades formadoras de colonias de granulocitos-macrófagos” (conocidas 

habitualmente por su acrónimo inglés, GM-CFU: granulocyte-macrophage colony-forming units), 

que son, además, y como su nombre indica, precursoras de granulocitos, monocitos y 

macrófagos. Estas células progenitoras alcanzan el hueso bien directamente, desde la médula 

incluida en su seno, bien desde la sangre circulante. 

Las células precursoras de osteoclastos y éstos mismos expresan en su superficie el receptor 

de L-RANK producido por los osteoblastos, vía por la que, junto con citoquinas como las 

interleuquinas 1, 6 y 11, el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), el interferón γ y el factor 

estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF), se diferencian y activan52. 
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Morfológicamente, los osteoclastos son células gigantes (20-100 μm de diámetro), 

multinucleadas (más de diez núcleos por célula), ricas en vacuolas y mitocondrias y, como los 

osteoblastos, polarizadas (sus acciones se localizan en regiones determinadas de su superficie) 

(Figura 6). Así, con el microscopio electrónico se observa que en una de sus caras poseen una 

serie de finísimos entrantes y salientes, el denominado borde plegado (o en cepillo), a través del 

que se desarrollará la reabsorción ósea. En el citoplasma próximo a dicho borde se encuentra la 

conocida como área clara, rica en proteínas y filamentos del citoesqueleto, y desde la que se 

proyectan integrinas que alcanzan el espacio extracelular47. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

     Figura 6. Osteoclasto. 

 

2.1.2.1. Mecanismos de reabsorción ósea 

La reabsorción ósea es un proceso complejo que incluye la disolución de la fase mineral o 

inorgánica y la posterior degradación de las proteínas de la matriz ósea. Los mecanismos 

señalizadores responsables de la formación y activación de los osteoclastos no son del todo 

conocidos. Sí sabemos que estas células sintetizan enzimas necesarias para la reabsorción 

ósea y expresan una ATPasa bombeadora de protones, un intercambiador bicarbonato/cloro, 

una fosfatasa ácida resistente a tartrato, catepsina K y la anhidrasa carbónica tipo II. 
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Los osteoclastos se adhieren a la superficie ósea mediante integrinas que reconocen

específicamente a proteínas de la matriz osteoide. El área de sellado delimita un microespacio

entre los osteoclastos y la superficie ósea. La desmineralización se produce mediante la 

acidificación de ese microespacio gracias a la acción de una ATPasa de H+ localizada en la 

membrana del borde en cepillo. Para mantener el pH fisiológico en su seno, el osteoclasto 

dispone de un intercambiador Cl¯/HCO3¯ en la cara opuesta al borde en cepillo y, en este 

borde, un canal de Cl¯ acoplado a la ATPasa de H+. Como consecuencia de todo lo anterior, el 

osteoclasto secreta HCl en el microespacio subosteoclástico, con el consiguiente descenso del 

pH hasta 4.4 y la disolución del mineral (Figura 7). Esta disolución precede a la degradación de 

la matriz orgánica, llevada a cabo, a su vez, por proteasas como la catepsina K, secretada por 

los osteoclastos, y colagenasa por los osteoblastos53,54. 

 

 

 

 

 

 

 

     Figura 7. Esquema del mecanismo de reabsorción ósea. 

2.1.2.2 Radicales libres y reabsorción ósea 

Según diversos estudios los radicales libres actúan como intermediarios importantes en la 

formación y activación de nuevos osteoclastos e intervienen en el proceso de reabsorción ósea. 

Ross et al. encontraron que la síntesis de ROS por el sistema xantina oxidasa/xantina causó un 

aumento en la reabsorción ósea en cultivos de hueso largo fetal de rata y de calotas de ratones 

recién nacidos. La reabsorción ósea causada por las ROS en estos cultivos se inhibibe por la 

SOD (6 µM), pero no se afectó al añadir idéntica dosis de catalasa, lo que sugiere que el anión 

superóxido es el principal responsable de esta reabsorción de hueso. Igualmente observaron 
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tanto in vivo como in vitro un incremento significativo en el número de osteoclastos y en la 

extensión de la superficie de hueso reabsorbida después del tratamiento con xantina 

oxidasa/xantina55.  

Cuando los osteoclastos son estimulados por factores como la parathormona (PTH), IL-1 o TNF 

y marcados con nitroazul de tetrazolio (NAT) se observa un aumento de células NAT+/mm2 (el 

NAT es un marcador utilizado para investigar la producción de radicales libres ya que es 

reducido en presencia de especies reactivas). Este hecho coincide con observaciones hechas 

por otros autores según las cuales los osteoclastos poseen superóxido dismutasa y son los 

responsables de la producción de ROS en el microambiente óseo, lo que contribuiría a la 

degradación de componentes de la matriz ósea bajo el borde en cepillo, ya que moléculas 

estructurales de la matriz como el colágeno o el ácido hialurónico son susceptibles al daño 

oxidativo por radicales libres56. 

Se sabe además que los osteoclastos expresan otra enzima, la fosfatasa ácida resistente a 

tartrato (TRAP), que se localiza en el interior de vesículas endocíticas que contienen productos 

de degradación orgánicos liberados de la matriz ósea durante la reabsorción. Esta enzima 

posee un centro binucleado con un hierro activo que es capaz de reaccionar con el peróxido de 

hidrógeno mediante la reacción de Fenton para producir radical hidroxilo:  

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH⎯ + HO• 

El ión férrico formado en la reacción es capaz de reaccionar también con H2O2 para formar 

anión superóxido e ión ferroso:   

Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + 2H+ + O2⎯• 

Por tanto, se establece a nivel osteoclástico una secuencia de reacciones que originan HO• y 

O2⎯• mediante la continua oxidación y reducción del hierro activo de la TRAP, haciendo posible 

la síntesis de elevadas cantidades de ROS en la medida en que se encuentre disponible el 

H2O2 en el medio.  

El papel fisiológico de estas ROS en el proceso de reabsorción ósea no es del todo conocido, 

pero sí sabemos que atacan directamente al colágeno tipo I y otras proteínas estructurales de la 

matriz extracelular, contribuyendo a su fragmentación. Los productos resultantes penetran 

mediante endocitosis en vesículas intracelulares que contienen TRAP, enzima encargada de la 



                                                                                                                          Introducción 
 

degradación última de los componentes de la matriz. Por tanto, la degradación de la matriz ósea 

no sólo ocurriría extracelularmente a nivel de las lagunas de reabsorción, sino también 

intracelularmente en las vesículas endocíticas con TRAP y productos derivados de la acción de 

las ROS. Finalmente, estos productos de degradación son secretados al espacio extracelular a 

nivel de la membrana basolateral de la célula57. 

2.2 Remodelado óseo 

A lo largo de toda la vida, el tejido óseo sufre un continuo proceso de reabsorción y 

formación. De forma incesante, hay zonas del hueso que son destruidas para ser sustituidas por 

tejido óseo recién formado. Este proceso se denomina “remodelado óseo” y conduce al 

recambio de alrededor de un 7-10% del volumen total del esqueleto cada año.  

El remodelado se lleva a cabo por grupos de células osteoblásticas y osteoclásticas que 

constituyen las llamadas “unidades de remodelado” o “unidades multicelulares básicas”. El 

proceso se inicia cuando, por mecanismos desconocidos, pero en los que pueden estar 

implicadas las células de revestimiento58, los precursores de los osteoclastos son atraídos a un 

lugar determinado del hueso, y por la acción de citoquinas (TNF-α, IL-1, IL-6, M-CSF, RANK-L), 

se diferencian a osteoclastos in situ. Éstos comienzan a reabsorber el hueso, de forma que a lo 

largo de unas dos semanas labran una pequeña cavidad.  

Al finalizar esta fase de reabsorción de hueso, la cavidad labrada por los osteoclastos es 

tapizada por células mononucleares de naturaleza no bien conocida. Es la llamada fase de 

inversión. Después se reclutan precursores de osteoblastos, que proliferan y se diferencian. Los 

osteoblastos se disponen en una monocapa y comienzan a sintetizar osteoide que va 

rellenando el hueco abierto por los osteoclastos. Es la fase de formación de hueso, que se 

prolonga durante 2-4 meses. La mineralización de las láminas de osteoide se va produciendo 

según se depositan, pero con un retraso de unas dos semanas. Al final del proceso, el resultado 

es que un pequeño volumen de hueso viejo ha sido renovado por hueso nuevo59.  

2.2.1 Factores reguladores del remodelado óseo. 

2.2.1.1 Parathormona (PTH) 

Producida en las glándulas paratiroideas que responden al descenso de la calcemia, es la 

hormona hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorción. No obstante, en los 
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últimos años se ha descubierto un papel estimulador en la formación ósea, a través de la 

síntesis de IGF-I y TGF-β60. Este doble efecto de reabsorción y formación se explicaría porque 

la PTH en administración continua estimularía la reabsorción ósea a través de la síntesis de un 

factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las células osteoblásticas, 

mientras que a dosis intermitentes estimularía la formación de hueso, asociado a un incremento 

de los factores de crecimiento mencionados anteriormente y a una disminución de la apoptosis 

de los osteoblastos. 

2.2.1.2 Calcitonina. 

Es inhibidora de la reabsorción ósea, al reducir el número y la actividad de los 

osteoclastos. Sin embargo, esta acción es transitoria, ya que los osteoclastos parecen volverse 

“impermeables” a la calcitonina en pocos días61. 

2.2.1.3 calcitriol o 1,25(OH)2 vitamina D3   

Hormona esteroidea que favorece la absorción intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la 

mineralización ósea. Algunos autores piensan que puede ser producida por células linfocíticas o 

monocíticas del hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de la diferenciación 

de los osteoclastos62. 

2.2.1.4 Estrógenos. 

Los estrógenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo óseo: por un lado favorecen 

la formación ósea al aumentar el número y función de los osteoblastos y por otro lado, 

disminuyen la reabsorción. Se han descrito receptores de estrógenos en osteoblastos, 

osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones recientes han comprobado que los 

estrógenos pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG), proteína producida por los 

osteoblastos que inhibe la reabsorción63, por lo que podrían jugar un papel importante en la 

regulación de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia de estrógenos durante la 

menopausia constituye el factor patogénico más importante de la pérdida ósea asociada a la 

osteoporosis. 

2.2.1.5 Glucocorticoides. 

A dosis altas tienen efectos catabólicos sobre el hueso, ya que inhiben la síntesis de IGF-I 

por los osteoblastos, y suprimen directamente la BMP-2 y el Cbfa1, factores críticos para la 
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osteoblastogénesis64. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que a dosis fisiológicas 

tienen capacidad osteogénica favoreciendo la diferenciación osteoblástica65. 

2.2.1.6 Hormona de crecimiento (GH). 

Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La hormona del crecimiento actúa 

directamente sobre los osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad, 

lo que produce un aumento en la síntesis de colágeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La 

acción indirecta se produce a través del aumento de la síntesis de IGF-I y II por los 

osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferación y diferenciación de los osteoblastos, 

aumentando su número y función. Desde hace unos años se viene considerando a la hormona 

del crecimiento como un factor de crecimiento local, ya que no sólo se sintetiza en la 

adenohipófisis, sino en casi todas las células del organismo, incluidos los osteoblastos, teniendo 

un efecto autocrino y paracrino, además de endocrino66. 

2.2.1.7 IGF-I y II (Insulin-like Growth Factor I y II). 

Los factores de crecimiento análogos a la insulina son polipéptidos similares a esta 

hormona sintetizados por el hígado y los osteoblastos, entre otros tejidos. Se hallan en gran 

concentración en la matriz osteoide67. Incrementan el número y función de los osteoblastos, 

favoreciendo la síntesis de colágeno. Circulan unidos a proteínas de unión (IGFBP de IGF-

binding protein), que a su vez pueden ejercer efectos estimulantes o inhibidores sobre el hueso. 

Los IGFs están regulados por hormonas y factores de crecimiento locales; así la hormona del 

crecimiento, los estrógenos y la progesterona aumentan su producción, mientras que los 

glucocorticoides la inhiben. Asimismo, median en la interacción osteoblasto-osteoclasto e 

intervienen de forma activa en el remodelado óseo68. El IGF-II es el factor de crecimiento más 

abundante de la matriz ósea, es importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el 

esqueleto ya desarrollado actualmente se desconocen69. 

2.2.1.8 Citoquinas. 

Son polipéptidos sintetizados en células linfocíticas y monocíticas que juegan un papel 

importante en múltiples funciones celulares, como en la respuesta inmunológica, la inflamación 

y la hematopoyesis, con un efecto autocrino y paracrino. En el hueso son importantes las 

siguientes:  
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− Interleuquina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorción osteoclástica, incrementando la 

proliferación y diferenciación de los pre-osteoclastos así como la actividad osteoclástica e 

inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos70. En realidad son 3 moléculas diferentes 

relacionadas: IL-1α, IL-1β y antagonista del receptor de IL-1, siendo esta última inhibidora 

del efecto de las dos primeras. Su acción sobre la reabsorción es directa e indirecta, a 

través de la síntesis de prostaglandinas. 

− Interleuquina 6 (IL-6): Estimula la reabsorción ósea y parece implicada en la patogenia de la 

enfermedad de Paget71. Se cree que juega un papel importante en las etapas iniciales de la 

osteoclastogénesis. Se produce en respuesta a PTH, IL-1 y 1,25(OH)2D3. 

− Interleuquina 11 (IL-11): De reciente descubrimiento, se produce en la médula ósea e 

induce la osteoclastogénesis. 

− Prostaglandinas (PG): In vitro favorecen la reabsorción ósea, fundamentalmente la PGE2, 

pero también la PGE1, PGG2, PGI2 y PGH2
72. Estudios in vivo, midiendo los niveles de 

prostaglandinas en el líquido crevicular, han demostrado su participación en la destrucción 

ósea que tiene lugar en la enfermedad periodontal73.   

2.2.1.9 Proteínas morfogenéticas óseas (BMPs: Bone Morphogenetic Proteins). 

Las proteínas morfogenéticas óseas están incluidas dentro de la familia de los TGF-β. 

Constituyen un grupo de 15 proteínas capaces de conseguir la transformación de tejido 

conjuntivo en tejido óseo, por lo que se consideran osteoinductivas. Asimismo, son capaces de 

estimular la diferenciación de células pluripotenciales hacia diferentes líneas celulares (tejido 

adiposo, cartílago y hueso). Son muy abundantes en el tejido óseo y durante la embriogénesis 

participan en la formación de hueso y cartílago. 

Actualmente se las considera como los factores más potentes de la diferenciación 

osteoblástica49. Canalis et al.74 creen que además de estimular la osteogénesis inhiben la 

osteoclastogénesis.   

2.2.1.10 Sistema OPG/RANK/RANKL 

La acción biológica del osteoclasto se ve regulada primordialmente por la tríada molecular 

OPG/RANK/RANKL58. El receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kB) es un péptido 
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que se expresa en osteoclastos maduros y preosteoclastos, cuya activación da lugar a cambios 

en el citoesqueleto y actividad del osteoclasto, de tal forma que induce al osteoclasto a 

reabsorber hueso y a no morir por apoptosis; se trata de una señal de activación y 

supervivencia para el osteoclasto. El ligando encargado de activar al receptor RANK es RANK-L 

(ligando de unión al receptor activador del factor nuclear kB), que es una molécula que aparece 

anclada a la membrana del osteoblasto, aunque aparece también en células inmaduras 

mesenquimales de médula ósea. Su principal función es, mediante la unión a RANK, estimular 

la diferenciación de los osteoclastos, su activación y la inhibición de su apoptosis. Existe una 

tercera molécula, que es la osteoprotegerina (OPG). Se llama también factor de inhibición de la 

osteoclastogénesis y es un nuevo miembro de la superfamilia de los receptores del factor de 

necrosis tumoral (TNFR) que se expresa en diversos tejidos humanos además de en hueso. En 

hueso inhibe la maduración y activación de los osteoclastos al unirse al RANKL e impedir la 

unión del RANK75 (Figura 8).  

2.3 Osteointegración y biología ósea en implantología oral 

Las enormes posibilidades terapeúticas que ofrece han hecho de la implantología oral la 

rama de la Odontología que más se ha desarrollado en los últimos 15 años.  

Un requisito imprescindible para el éxito del tratamiento implantológico es la unión firme, estable 

y duradera del implante bucal al sustrato óseo que lo engloba para luego poder construir sobre 

él una prótesis dental. En este sentido, Branemark (1965) fue el primero en definir el concepto 

de osteointegración como “La conexión estructural y funcional directa entre el hueso vivo, 

ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional”76.  

La osteointegración requiere la formación de hueso nuevo alrededor del implante, proceso 

resultante de la remodelación en el interior del tejido óseo. El proceso lo inician los osteoclastos, 

que son las células responsables de reabsorber la zona necrótica originada por el fresado óseo 

durante la preparación del lecho receptor. Junto a ellos, la neoformación vascular aportará los 

elementos celulares, los osteoblastos, que crearán hueso nuevo capaz de interaccionar con la 

capa de óxido de titanio del implante para integrar biológicamente al mismo. Los osteoblastos 

se diferenciarán posteriormente a osteocitos incluidos en la matriz ósea mineralizada.  

Si consideramos ultraestructuralmente la interfase hueso-implante debemos referirnos al 

concepto de biointegración, que es la unión bioquímica directa entre el hueso vivo y la superficie 

del implante, demostrable a través de microscopía electrónica, independientemente de cualquier 
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mecanismo mecánico de interunión. Así, el espacio existente entre el tejido óseo mineralizado y 

la capa de plasma de titanio del implante no es mayor de 10 Ǻ y aparece lleno de un material 

matriz, los proteoglicanos77. Una red de colágeno rodea los osteocitos y se inserta en la capa de 

glucoproteínas, que se fusiona con la capa de óxido de titanio. Se cree que el óxido de titanio 

del implante induce la formación de glucosaminoglucanos sulfatados78. Las trabéculas óseas 

crecen acercándose al implante y contactando con la capa de plasma. Por ellas llegan los vasos 

que aportan nutrición, elementos celulares para la remodelación y rodean el implante; los 

fibroblastos y osteoblastos aumentan y al acercarse al implante se unen a la capa de óxido. 

Forman sustancia fundamental que llena los espacios trabeculares y se fusiona con la capa de 

óxido de titanio. Por tanto, y en contra de lo que se creía hasta hace unos años, la interfase 

implante-tejidos orales es una zona dinámica sometida a una intensa actividad remodeladora 

por parte de las células óseas y la matriz extracelular79. 

Aunque hoy en día los nuevos diseños y tratamientos de superficie de los implantes están 

permitiendo en algunos casos reducir los tiempos de carga, se establece de forma general un 

periodo de osteointegración de 3 meses en mandíbula, y de 6 meses en el maxilar superior.  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Esquema de actuación de la triada OPG/RANK/RANKL 
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Los objetivos de nuestra investigación, realizada en perros de raza Beagle de 

experimentación animal, fueron: 

 

1. Evaluar el efecto de la aplicación tópica de la melatonina en el proceso de osteointegración 

de implantes dentales a las cinco y ocho semanas de su colocación. 

 

2. Valorar la posible aplicación clínica de la melatonina en los procesos de osteointegración en 

la cavidad oral. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      OBJETIVOS 
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1. ANIMALES, PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO Y TRATAMIENTO. 

Tras obtener la aprobación por parte del Comité de Ética de la Universidad de Granada (con 

fecha de 19 de noviembre de 2004), el estudio se realizó en 24 perros de raza Beagle, 

procedentes del Servicio de Reproducción Animal de la Facultad de Veterinaria de la 

Universidad de Córdoba. Dichos perros fueron remitidos al Servicio de Experimentación Animal 

de la Universidad de Granada, centro homologado para el cuidado, crianza y manejo de estos 

perros, donde realizamos nuestros trabajos de experimentación. Los animales, que recibieron 

alimentación ad libitum con dieta sólida a base de pienso y agua y cuyos estabularios fueron 

cuidados diariamente, permanecieron en el animalario hasta la edad de estudio, que comenzó a 

los 14 meses. 

El estudio siguió en todo momento los principios éticos en investigación y docencia con modelos 

animales definidos internacionalmente80 y aceptados por la Sociedad Española para las 

Ciencias del Animal de Laboratorio (SECAL), dentro de la legislación básica actual: REAL 

DECRETO 223/1988, de 14 de Marzo, sobre protección de los animales utilizados para 

experimentación y otros fines científicos81. 

 

1.1 Exodoncias. 

Con la finalidad de la colocación posterior de implantes dentales, entre los 14 y 16 meses 

de edad se realizaron las exodoncias de premolares y molares superiores e inferiores a los 24 

perros bajo anestesia general (un total de 24 dientes por perro en una sola sesión). Se conservó 

el sector anterior (superior e inferior) de canino a canino para que los perros pudieran mantener 

una mínima función masticatoria.  

 

 

    MATERIAL Y MÉTODOS 
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Todas las intervenciones se realizaron bajo la supervisión del Veterinario del Servicio de 

Experimentación Animal de la Universidad de Granada.  

Para la inducción anestésica se utilizó la siguiente medicación (el cálculo de las dosis de los 

fármacos se hizo en función del peso de los perros, entre 16 y 18 Kg aproximadamente): 

- Calmo Neosan® (Maleato de Acepromazina): 0.5-1 mg/Kg peso (1-2 ml/10 Kg peso) vía 

i.m., como tranquilizante 15 minutos antes de la anestesia general. 

- Anestesia general, compuesta de: 

Imalgene® (Ketamina + Clorbutol): 5-8 mg/Kg peso vía i.v.. 

Calmo-Neosan®, como coadyuvante del anestésico a la dosis arriba indicada. 

- Atropina 0.05 mg/Kg peso vía s.c.., para disminuir las secreciones. 

Como medicación antiinflamatoria/analgésica y antimicrobiana se utilizó: 

- Voren Antiinflamatorio® (Dexametasona isonicotinato): 1-2 ml vía i.m.. 

- Bivamox Antibiótico® (Amoxicilina): 2 ml vía i.m. 

 

El antibiótico y el antiinflamatorio se administraron al terminar la intervención quirúrgica y 

posteriormente cada 2 días durante un total de 4 días, para prevenir la infección e inflamación 

postoperatorias, como establecen los comités de ética de experimentación animal. 

Tras realizar las exodoncias a la mitad de los perros, se suturó cuidadosamente con seda 

reabsorbible (seda trenzada estéril 3/0 TB-15. Lorca Marín. Ref. 55346). Durante todo el 

procedimiento quirúrgico la vía i.v. del perro fue mantenida con un suero glucosalino (250 cc.) 

que permitía la administración de la medicación anteriormente referida. El suero era 

transfundido en su totalidad después de terminar la intervención para facilitar la hidratación y 

recuperación postquirúrgica del animal.  

 

Después de la intervención quirúrgica se trasladaban a los perros, aún bajo los efectos de la 

anestesia general, del quirófano a su estabulario para que, bajo la supervisión veterinaria, se 

recuperasen progresivamente de la operación. Durante los días posteriores se revisaron 

periódicamente los perros, sobre todo el estado de las heridas postexodoncias, cuidado y 

limpieza de las mismas para evitar infecciones, así como la evolución del estado general de los 

animales. 
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1.2 Colocación de los implantes. 

Tras dos meses como tiempo de espera para la cicatrización y regeneración del hueso 

alveolar, se procedió a la colocación de los implantes dentales, aproximadamente entre los 16 y 

18 meses de edad de los perros. La medicación utilizada fue similar a la descrita en la fase 

quirúrgica anterior. 

 

En cada mandíbula se colocaron ocho implantes de 3,25 mm de diámetro y 10 mm de longitud. 

En este trabajo fueron evaluados dos implantes en cada lado de la mandíbula (cuatro implantes 

en total). Los cuatro implantes restantes fueron utilizados para otra investigación 

Los cuatro implantes de nuestro estudio fueron asignados de forma aleatoria en localizaciones 

mesiales y distales de cada hemimandíbula (Figura 9). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Colocación de los implantes en los perros Beagle. 
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Técnica Quirúrgica.

El protocolo seguido correspondió a la técnica convencional de colocación de implantes 

oseointegrados82, cuyos pasos se describen a continuación: 

- Incisión crestal con un bisturí con hoja del número 15, que se extendió a lo largo del cuerpo 

mandibular desde distal del canino hasta 15 ó 20 mm hacia distal del punto de colocación del 

último implante. 

- Disección roma mediante el uso de periostotomos de Molt y Williger. Se procede a levantar un 

colgajo de espesor total, de amplitud suficiente para tener acceso a la cresta edéntula, 

incluyendo las corticales vestibular y lingual; de esta forma se verifica la integridad del reborde 

alveolar después de las exodoncias. 

- Elaboración del lecho receptor de los implantes. Se realiza en el reborde óseo un lecho de 

morfología y dimensiones similares al implante a colocar. Utilizamos un micromotor 

(CHIROPRO 980. CA 100121. Bien Air®) con irrigación externa con suero fisiológico para evitar 

el sobrecalentamiento y necrosis del tejido óseo, y fresas de osteotomía de diámetros 

progresivamente mayores para realizar las preparaciones mediante un fresado secuencial (kit 

de fijación de implantes Implant Microdent System): 

· Fresa de marcaje o piloto, recta, de pequeño diámetro (1-1.5 mm). Es la primera fresa 

utilizada una vez que disponemos del campo operatorio correctamente preparado. Nos 

sirve para marcar el lugar de colocación e iniciar la preparación a través de la cortical y 

de los primeros milímetros de hueso esponjoso.  

· Fresa intermedia, de diámetro inferior al de la fresa definitiva. Se utiliza para ampliar la 

osteotomía, ensanchando el diámetro de la preparación iniciada con la fresa de 

marcaje, hasta la longitud definitiva (10 mm) preestablecida para la fijación. 

 · Fresa de avellanado. Sirve para preparar los primeros milímetros del neoalveolo, en 

los que se alojará la porción más cervical del implante. 

· Fresa final, de longitud y diámetro definitivos. 

- Aplicación del tratamiento tópico. Después de labrar el lecho receptor, aplicamos a cada 

implante el tratamiento tópico que correspondió: 

Los dos implantes más anteriores, correspondientes al grupo control, no recibieron 

tratamiento tópico alguno. 
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Los dos implantes distales de ambas hemiarcadas, correspondientes al grupo con 

melatonina tópica, fueron humedecidos con suero fisiológico y posteriormente se 

impregnaron con 2 mg de melatonina en polvo (Helsinn Advanced Synthesis SA, Via 

Industria 24, 6710 Biasca, Suiza), pesada en la mañana de la intervención. Una vez 

recubierto el implante de melatonina, la sobrante se introdujo de forma cuidadosa en la 

preparación. Todos los implantes recibieron siempre la misma cantidad de melatonina (2 

mg). 

- Colocación de los implantes. Los implantes utilizados fueron implantes roscados (Implant 

Microdent System, plataforma diámetro 5.60 mm y diámetro de núcleo 3.25 mm, longitud 10.00 

mm - MK 555010. Barcelona). Los implantes fueron llevados a la preparación para proceder al 

roscado de forma manual, y terminar de forma mecánica mediante llave de presión o carraca. 

- Colocación del tornillo de cierre o de cicatrización. 

- Sutura con seda reabsorbible (seda trenzada estéril 3/0 TB-15. Lorca Marín. Ref. 55346) y 

administración del remanente de suero glucosalino utilizado durante la intervención.  

1.3 Sacrificio y extracción de la mandíbula. 

En la tercera y última fase de experimentación animal los perros fueron sacrificados 

secuencialmente a las dos y cinco semanas de la intervención implantológica (doce perros a las 

dos semanas, y los otros doce a las cinco semanas) con el objetivo de valorar la 

osteointegración en dichos periodos de tiempo. 

Para la eutanasia de los animales se siguió la siguiente pauta farmacológica: 

- CalmoNeosan® (maleato de acepromazina): 2,5 -3 cc. vía i.m. + Imalgene 1000® (ketamina + 

clorbutol): 2 cc. vía i.m., como premedicación sedante. 

- Dolethal® (pentobarbital sódico): 3 cc. vía i.v. 

 

Una vez constatada por el veterinario la muerte del perro, procedimos a la disección y 

extracción de la mandíbula para llevar a cabo el estudio histomorfométrico. Para ello, utilizando 

un bisturí con hoja del número 15 y un periostotomo de Molt, se diseccionaron los tejidos orales 

adheridos al cuerpo mandibular. Primero se diseccionó la mucosa y musculatura de la cara 

vestibular, y después la mucosa lingual, tejidos y músculos del suelo de la boca. 

Posteriormente, con la ayuda de un micromotor (Microproccesor Vmax Volvere NE 120®, 
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Nakanishi INC.) y una fresa de osteotomía, con irrigación con suero salino, realizamos dos 

cortes transversales en ambos lados del cuerpo mandibular, con un margen distal de 

aproximadamente 10 ó 15 mm con respecto a los últimos implantes colocados, y se procedió de 

forma cuidadosa a la extracción de la mandíbula. Ésta se introdujo en un recipiente de plástico 

herméticamente cerrado con formaldehído 3.7-4.0%, tamponado a pH=7 y estabilizado con 

metanol DC (Panreac DC ref. 252931.1214).  

Las mandíbulas en formaldehído se enviaron al Departamento de Ciencias Clínicas Veterinarias 

de la Universidad de Santiago de Compostela para realizar el análisis histomorfométrico. 

 

2. OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

2.1  Preparación histológica de las muestras. 

Tanto la preparación como el análisis histológico de las muestras de tejido óseo fueron 

realizados en el Laboratorio de Implantes de la Unidad de Cirugía, Departamento de Ciencias 

Clínicas Veterinarias de la Universidad de Santiago de Compostela. 

Las muestras fueron procesadas para su estudio utilizando las técnicas de inclusión en 

metacrilato descritas por Donath83, realizando los pasos que siguen: 

Fijación. 

Se realizó mediante inmersión de los bloques en formol al 10% durante un mínimo de dos 

semanas debido al gran tamaño del fragmento óseo. 

Deshidratación. 

Se realizó mediante pases sucesivos de los segmentos óseos por alcoholes de distinta 

concentración bajo agitación constante, como se indica a continuación: 

70 % alcohol durante tres días. 

80 % alcohol durante tres días. 

96 % alcohol durante tres días. 

100 % alcohol durante tres días. 

100 % alcohol durante tres días. 
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Infiltración. 

La infiltración plástica se hizo mezclando glicolmetacrilato (Technovit 7200®, VLC - 

Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) y peróxido de benzoilo (BPO®: Heraus Kulzer 

GMBH, Werheim, Alemania) al 1% con alcohol etílico a distintas concentraciones, finalizando 

con dos infiltraciones de glicolmetacrilato puro, bajo agitación constante, según el siguiente 

procedimiento: 

Technovit 7200® + BPO: alcohol ⎟ (30:70) durante tres días. 

Technovit 7200® + BPO: alcohol ⎟ (50:50) durante tres días. 

Technovit 7200® + BPO: alcohol ⎟ (70:30) durante tres días. 

Technovit 7200® + BPO ⎟ (100) durante tres días. 

Technovit 7200® + BPO ⎟ (100) durante tres días en vacío. 

 

Inclusión y polimerización. 

Para llevar a cabo la inclusión se introdujeron las muestras de tejido en unos moldes de 

polietileno que posteriormente se llenaron con resina (Technovit 7200®) bajo el efecto del vacío. 

La polimerización tuvo lugar en dos pasos: 

- Paso 1: usando una luz de baja intensidad (manteniendo los moldes a una 

temperatura por debajo de 40º C, para que la resina se polimerizara extensamente). 

Este paso dura 4 horas. 

- Paso 2: usando una luz azul de gran intensidad, de forma que el metacrilato que ha 

sido incluido dentro del tejido también resulte completamente polimerizado. Este paso 

tiene una duración de doce horas, debido al gran grosor de nuestras muestras. 

Por último, permanecieron en la estufa durante 24 horas para que el BPO terminara su proceso 

de polimerización. 

 

Preparación del bloque para obtener una superficie paralela. 

Una vez polimerizado, se extrajo el bloque del molde. El siguiente paso fue realizar un 

corte preliminar para aproximar el área de interés más cerca de la superficie del bloque. Esto se 

realizó con la ayuda de una sierra de banda (Exakt 300), e irrigando para evitar el 
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sobrecalentamiento de la muestra, que deterioraría los tejidos que rodean al implante. Después 

se procede a realizar una radiografía del espécimen en dos proyecciones para hacer un corte 

del implante por la mitad. Una vez cortado por la mitad los bloques se montaron en una lámina 

acrílica con ayuda de una resina (Technovit 4000® - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) 

mediante el empleo de una prensa de pegado y una bomba de vacío, que sujeta el porta a la 

parte superior de la prensa. La resina se extendió por la parte de atrás del bloque, de manera 

que la parte que va a ser examinada contacte con la parte de debajo de la prensa de pegado. 

Cuando la polimerización finalizó el bloque estuvo listo para ser pulido. 

 

Preparación de la superficie de interés. 

El siguiente paso fue el pulido de la muestra por la superficie de interés con la ayuda de 

papeles abrasivos del número 1200. Tras realizar esta práctica, y con la ayuda de la prensa de 

fotopegado y una resina específica (Technovit 7210® - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, 

Alemania) la cara a estudiar se pegó en el porta definitivo. Posteriormente, utilizando una sierra 

de banda (Exakt 400, System, Aparatebau GMBH, Hamburg, Alemania) y un portamuestra de 

vacío, se realizó un corte preliminar obteniendo una sección fina de 200 micras 

aproximadamente. Esta sección fue sometida a un microdesgaste (Exakt-Micro Griding 

System®, Aparatebau GMBH, Hamburg, Alemania) y pulido con papeles de carburo de silicio de 

1200 y 4000. 

Como resultado final se obtuvieron secciones de aproximadamente 70 micras de espesor. 

 

Tinciones. 

 Para la tinción de las muestras de procesamiento se empleó la técnica de Levai-Laczcó 

que se detalla a continuación (Tabla 2): 
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Tinción de Lévai Laczcó 

Tabla 2. Tinción de Lévai-Laczcó. 

 

3. EVALUACIÓN HISTOLÓGICA E HISTOMORFOMÉTRICA DE LAS MUESTRAS 

La histomorfometría es una valoración cuantitativa que permite la medición bidimensiona

(anchura, longitud, perímetro y área) y tridimensional (volumen, anchura y superficie) en 

diferentes tejidos vivos, entre ellos el tejido óseo. La evaluación histológica del hueso se ha 

visto limitada durante años por las dificultades técnicas, de tal manera que antes de 1960 se 

realizaban únicamente técnicas de decalcificación que permitían obtener un tejido lo 

suficientemente blando para incluirlo en parafina. Sin embargo, esta técnica presentaba una 

serie de inconvenientes84: 

- No distinguía el hueso mineralizado del no mineralizado. 

- En la mayoría de los casos se producían fenómenos de retracción de la interfase 

hueso/médula ósea que dificultaban la evaluación de las células que intervienen en el 

remodelado. 

l 

Procedimiento: 

1. Sumergimiento en peróxido de hidrógeno (H2O2) al 30% durante 5 minutos con movimiento 

constante. 

2. Lavado con agua corriente dos veces. 

3. Descalcificación de la superficie con ácido acético (CH3COOH) durante 1 minuto. 

4. Lavado con agua corriente dos veces. 

5. Sumergimiento en la Solución A durante 20 minutos 

6. Lavado con agua corriente dos veces 

7. Sumergimiento en “Pararosanilina” durante 5 segundos. Los cortes se deben sumergir 

individualmente en esta tinción. 

8. Lavado con agua corriente y secado. 

Solución A Materiales 

Una parte de Azur II con una parte de azul de 

metileno y dos partes de Na2CO3 (1%). 

 

Las soluciones deben ser filtradas antes de su 

uso. 

Solución A: 

Azur II (Merck Art. No. 9211) al 1% en agua 

destilada. 

Azul de metileno (Merck Art. No. 1283) a 1% en 

agua destilada. 

Na2CO3 (Merck Art. No. 6392) a 1% en agua 

destilada. 

Solución B: 

Pararosanilina (Sigma Art. No. 1528) a 1% en 

agua destilada. 
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- Imposibilitaba el estudio de la dinámica ósea mediante marcaje con tetraciclinas. 

Con el desarrollo técnico de medios duros de inclusión (monómeros plásticos) y de microtomos 

especiales se ha permitido cortar el hueso sin descalcificar y de esta manera realizar nuevos 

estudios. 

 

Los parámetros histomorfométricos resultan de relacionar entre sí una serie de recuentos y 

mediciones efectuadas en el tejido óseo, permitiéndonos definir cuantitativamente las 

características estructurales y funcionales del hueso en condiciones normales, patológicas o 

experimentales85. 

En nuestro estudio, para el análisis histomorfométrico se procedió a la captura de las imágenes 

con un microscopio óptico (Olympus CH30, Nagano, Japón), al que se le acopló una cámara 

digital (Olympus DP12, Nagano, Japón). La captura de las imágenes se realizó con un objetivo 

de cuatro aumentos, y utilizando filtros para polarizar la luz. El análisis de imágenes se realizó 

con el programa informático Microimage 4.0® (Olympus Optical Co., Hamburgo, Alemania). 

Los parámetros histomorfométricos analizados en nuestro estudio fueron los siguientes (Figura 

8)86: 

BCP (Bone-to-implant contact ratio): 

El parámetro BCP corresponde al porcentaje de integración o ratio de contacto óseo, y se 

define como el hueso en contacto directo con el implante en relación al perimetro total de éste. 

Se empieza la medida en el hombro de un lado del implante hasta el hombro del lado contrario. 

Se expresa en forma de porcentaje y se calcula de la siguiente forma: 

 

 

 

 

Hueso periimplantario total (Periimplant bone area): 

Para determinar la densidad ósea alrededor del implante se utilizaron en la histometría 

pequeños rectángulos formados por una línea que une los picos de las roscas de los implantes, 

y a una distancia de un milímetro de éstas (dimensiones aproximadas del rectángulo: 1 mm x 

                  Longitud superficie del implante en contacto directo con hueso 

                                            Longitud total del implante  
BCP = x 100
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1,2 mm) (Figura 9); de esta manera, el hueso periimplantario total se define como el área de 

hueso dentro de los rectángulos dividida entre el área total de tejido en el interior de los mismos 

(aproximadamente 1.247.227 micras cuadradas) (x 100). En cada implante se determinaron 

ocho rectángulos y se calcularon la media y el total de las áreas. El resultado final es la media 

de los porcentajes de hueso de todos los rectángulos alrededor del implante. 

Hueso interrosca (Inter-thread bone area): 

Se define como el área de hueso dentro de las roscas del implante dividida entre el área 

total de tejido comprendida en las mismas (el área de cada triángulo interrosca tiene 

aproximadamente una superficie de 155.993,40 micras cuadradas) (Figura 10). El resultado 

final se multiplica por 100 y se expresa, como en las variables anteriores, en forma de 

porcentaje. 

Tanto en la zona interrosca como en la periimplantaria se determinó además el porcentaje de 

tejido conjuntivo, que resulta de restar al área total (100%) el porcentaje correspondiente de 

tejido óseo. Por tanto, la relación entre hueso y tejido conjuntivo es inversa, es decir, a mayor 

porcentaje de hueso menor porcentaje de tejido conjuntivo, y viceversa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Representación de los parámetros de osteointegración determinados en  el 
estudio histomorfométrico. 
 

 

Porcentaje de neoformación ósea: 

Se define como el área de hueso nuevo formado tras la colocación del implante. Puede 

ser consecuencia del proceso de remodelado del hueso ya existente, o de la formación de 

nueva matriz osteoide tras la diferenciación de células preosteoblásticas, que llegan a través de 
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los vasos sanguíneos al lecho alveolar. El hueso neoformado se localiza fundamentalmente 

entre las roscas de los implantes, aunque también lo encontramos en la zona periimplantaria. 

 

4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO. 

Todos los datos se expresan como valor medio ± error estándar de la media (SEM). Para 

analizar las diferencias entre las distintas variables se utilizó el test de la t de Student (y en su 

caso el test aproximado de Welch) para muestras apareadas o independientes según procedió. 

Los cálculos se realizaron con la versión 11.0 del programa SPSS con licencia de la Universidad 

de Granada (Nº Licencia: 7837432). El nivel de significación estadística se estableció en 

P<0.05. 
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1. RESULTADOS. 

Los resultados obtenidos en los diferentes parámetros histomorfométricos vienen reflejados 

en la Tabla 3 para la quinta semana, y en la Tabla 4 para la octava semana. La muestra 

experimental considerada en el estudio es de 12 perros Beagle. Los datos se expresan como 

valor medio ± error estándar de la media (SEM). 

Los implantes control, no recibieron ningún tratamiento, mientras que los implantes empleados 

en el grupo con melatonina recibieron 2 mg. de melatonina pura Helssin Chemicals®. 

 

Tabla 3. Parámetros histomofométricos en los implantes control y en los tratados con 
melatonina tópica cinco semanas después de su colocación. 
 

    RESULTADOS 

 
Parámetro 

histomorfométrico 

  
Implantes Control Implantes - melatonina 

(n=12) (n= 12) 
 
BCP (% contacto óseo) 

 
34.33 ± 2.35 

 

 
38.74 ± 3.48 

 
Hueso periimplantario total (%) 

 
68.93 ± 3.97  

 
70.02 ± 2.05 

 
Tejido conjuntivo periimplantario (%) 
 

 
31.07 ± 3.97 

 
29.98 ± 2.05 

 
Hueso interrosca (%) 

 
64.08 ± 8.68 

 
72.56 ± 3.62 * 

 
Tejido conjuntivo interrosca (%) 

 
35.92 ± 8.68 

 
27.44 ± 3.62 

 
Neoformación ósea (%) 

 
72.53 ± 4.54 

 
80.48 ± 1.99 * 

 * P < 0.05 
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Tabla 4. Parámetros histomofométricos en los implantes control y en los tratados con 
melatonina tópica ocho semanas después de su colocación. 
 

 
Parámetro 

histomorfométrico 

  
Implantes Control Implantes - melatonina 

(n=12) (n= 12) 
 
BCP (% contacto óseo) 

 
31.47 ± 3.09  

 

 
34.29 ± 2.49 

 
Hueso periimplantario total (%) 

 
71.07 ± 1.61  

 
71.51 ± 2.19 

 
Tejido conjuntivo periimplantario (%) 
 

 
28.93 ± 1.61 

 
28.49 ± 2.19 

 
Hueso interrosca (%) 

 
80.57 ± 2.28 

 
82.43 ± 3.87 * 

 
Tejido conjuntivo interrosca (%) 

 
19.43 ± 2.28 

 
17.57 ± 3.87 

 
Neoformación ósea (%) 

 
88.09 ± 1.38 

 
90.71 ± 2.25 * 

* P < 0.05 
 
 
 
 
 

En la tabla se aprecia un aumento significativo en los parámetros de hueso interrosca y 

neoformación ósea en la quinta y octava semana en los implantes que fueron tratados con 

melatonina antes de colocarse en el lecho alveolar respecto a los implantes control que no 

fueron impregnados con ninguna sustancia. 

 

A continuación se detalla gráficamente cada uno de los parámetros histomorfométricos 

descritos, comparando los valores obtenidos con los implantes del grupo control y los del grupo 

con melatonina. 
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1.1 BCP (Bone to implant contact ratio). 

Definíamos previamente este parámetro como el hueso en contacto directo con el implante en 

relación al perimetro total de éste. En la figura 11, se representa con un diagrama de barras, los 

valores histomorfometricos en los implantes control y en los implantes tratados con melatonina a 

las cinco  semanas. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 11. Porcentaje de contacto óseo en los implantes control y en los 

         implantes tratados con melatonina a las cinco semanas.  
 

 

 

Se observa que en los implantes impregnados previamente con melatonina hay un ligero 

aumento (no estadísticamente significativo) del ratio de contacto entre el implante y el hueso en 

comparación a los implantes control que no recibieron tratamiento alguno previamente a su 

colocación en el lecho óseo. 
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La figura 12 muestra los resultados del BCP en los implantes control y en los implantes con 

melatonina a las ocho semanas de su colocación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figura 12. Porcentaje de contacto óseo en los implantes control y en los 
          implantes tratados con melatonina a las ocho semanas.  
 

 

 

 

La gráfica expresa que el BCP de los implantes con melatonina en su superficie aumenta no de 

una manera significativa en la octava semana, reduciéndose la diferencia con los implantes del 

grupo control. 
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1.2 Hueso periimplantario total. 

El hueso periimplantario total es, según la definición dada previamente, el área de hueso dentro 

de los rectángulos de 1,2 mm2 dividida entre el área total de tejido en el interior de los mismos. 

Estos rectángulos se forman con una línea que une los picos de los implantes y a 1 mm de 

estos. 

La figuras que se detallan a continuación, representan gráficamente los valores de este 

parametro histomorfométrico a las cinco semanas (Figura 13) y a las ocho (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Hueso periimplantario total en implantes control y tratados con  
         melatonina a las cinco semanas. 
 

 

La gráfica muestra valores semejantes en este parámetro, si bien, los valores referentes a los 

implantes tratados con melatonina son ligeramente superiores. El aumento apreciable no es 

estadísticamente significativo. 
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           Figura 14. Representación del hueso periimplantario total en implantes control y en 
          implantes impregnados de melatonina las ocho semanas de su colocación. 
 
 
 
 
 
 
 

Ambas gráficas poseen semejantes valores, aunque sigue siendo superior en los implantes con 

melatonina. Esto nos indica que a partir de la octava semana, la melatonina deja de ejercer su 

efecto osteoinductor. El aumento en los valores de los implantes con melatonina no es 

significativo estadísticamente. 
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1.3 Tejido conjuntivo periimplantario. 

Este parámetro puede definirse como el porcentaje de tejido conjuntivo contenido en un área 

1,2 mm2 resultante de unir los extremos de los implantes y a 1 mm de éstos. Una manera 

sencilla de obtenerlo es restando a la totalidad del área, el porcentaje de tejido óseo. Los datos 

de este se detallan a continuación en la figura 15, para los implantes del grupo control y del 

grupo de melatonina a las cinco semanas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Representación del tejido conjuntivo periimplantario a las cinco 
semanas en implantes control y con melatonina. 
 
 
 

Se muestra en la gráfica cómo el tejido conjuntivo en los implantes tratados con melatonina es 

inferior a los implantes control esto es debido al efecto osteoinductor de la melatonina, que es 

capaz de inducir la transformación de tejido conjuntivo a óseo en menos tiempo. 
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La siguiente imagen (Figura 16) detalla la correlación entre los valores obtenidos en el 

porcentaje de tejido conjuntivo en los implantes control y aquellos que se impregnaron con 

melatonina a las cinco semanas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Valores obtenidos de tejido conjuntivo periimplantario a las ocho 
semanas en los implantes control y aquello pertenecientes al grupo de melatonina. 

 

 

 

Ambos valores histomorfométricos son semejantes. A las ocho semanas no hay diferencias 

significativas entre los dos grupos. El implante del grupo control contiene un mayor porcentaje 

de tejido conjuntivo. 
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*

1.4 Hueso interrosca. 

Es el cociente entre el hueso definido entre las roscas del implantes y el área total de tejido 

contenido en las mismas. En la figura 17 se comparan estos valores a las cinco semanas en los 

dos grupos: control y melatonina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Formación de hueso interrosca a las cinco semanas en implantes 
        del grupo control y del grupo melatonina. 
 

 

 

El aumento del hueso interrosca en los implantes con melatonina es estadísticamente 

significativo a las cinco semanas si lo comparamos con el grupo control. Se puede afirmar que 

la aplicación de melatonina incrementa significativamente la formación de hueso entre las 

roscas de los implantes. 
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La representación de los valores histomorfométricos de hueso interrosca a las ocho semanas se 

detallan en la siguiente gráfica (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18.  Diagrama donde se representan los valores obtenidos a las ocho 
         semanas de hueso interrosca en los 2 grupos analizados. 
 
 

 

El hueso interrosca es superior en los implantes con melatonina, es un aumento 

estadísticamente significativo que indica que a las ocho semanas después de su aplicación, la 

melatonina aún sigue ejerciendo su efecto osteoinductor. 
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1.5 Tejido conjuntivo interrosca. 

Es la diferencia que existe de restar a la totalidad del área de 1,2 mm2 (100%), el porcentaje de 

tejido óseo. Los valores obtenidos de esta sustracción a las cinco semanas en los 2 grupos 

analizados se representan en la figura 19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Valores de tejido conjuntivo interrosca obtenidos a las cinco 
         semanas en los implantes control y en los implantes tratados con melatonina. 

 
 
 
 
 

Como el tejido conjuntivo es inversamente proporcional al tejido óseo, se aprecia que éste 

parámetro es inferior en los implantes con melatonina. Esto indica que la cantidad de tejido óseo 

en la zona interrosca es superior en los implantes con melatonina. 
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La siguiente gráfica representa el porcentaje de tejido conjuntivo que se obtuvo a las ocho 

semanas después de la colocación de los implantes, comparados en ese mismo tiempo con 

otros implantes que no fueron tratados previamente (Figura 20). 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20. Valores obtenidos a las ocho semanas de tejido conjuntivo interrosca. 
 
 
 
 
 

El porcentaje de tejido conjuntivo interrosca es un valor inversamente proporcional al porcentaje 

de tejido óseo. A las ocho semanas, en los implantes a los que se les aplicó melatonina se 

obtuvieron valores inferiores a los implantes control, demostrando que a las ocho semanas, la 

melatonina sigue actuando sobre este parámetro. 
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1.6 Neoformación ósea. 

El hueso neoformado se puede localizar fundamentalmente entre las roscas de los implantes, o 

en la zona periimplantaria. Los datos que se obtuvieron a las cinco semanas aparecen 

representados gráficamente en la figura 21. 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 21. Valores obtenidos en la neoformación ósea a las cinco semanas en 
implantes control e implantes con melatonina. 
 
 
 
 
 
 
 

Se aprecia como la formación de hueso nuevo es superior en los implantes con melatonina en 

comparación a los implantes control. La neoformación ósea es estadísticamente significativa. La 

melatonina es efectiva en la formación de huevo nuevo. 
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La figura 22 representa los valores que se obtuvieron para la neoformación ósea después de 

ocho semanas de las colocación de los implantes control y de los implantes que fueron tratados 

con melatonina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22. Valores de neoformación ósea que se obtuvieron a las ocho semanas. 
En azul, los implantes control y en granate, los implantes con melatonina. 

 

 

 

 

A las ocho semanas de su colocación, los implantes con melatonina obtuvieron unos valores 

más altos de neoformación ósea; este aumento es estadísticamente significativo. En este 

período de tiempo, se recorta la distancia en los valores que se expresaron en la quinta 

semana. 
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Figura 23. Visión histométrica de una sección sagital de un implante control sin 
melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del 
mismo (B) a las cinco semanas de su colocación.  
 
 
 
Las zonas de color blanco corresponden a tejido vascular y conjuntivo (3), las de azul más 

oscuro a hueso nuevo (2), y las de azul más claro a hueso más maduro (1). 

La zona oscura (4) se corresponde con la sección sagital del implante. 

Esta imagen refleja los resultados obtenidos en los implantes del grupo control cinco semanas 

después de la intervención. Podemos apreciar un bajo porcentaje de tejido óseo en contacto 

con el implante, y una gran cantidad de tejido vascular y conjuntivo, con poca formación de 

hueso, en la zona periimplantaria. 

 
 

 

 

 

1 

2 

3 

4 

(A) 
(B) 

63 



Tesis Doctoral ~ Javier Guardia Muñoz 

64 

 

 

 

 

 

 
 
 

Figura 24. Visión histométrica de una sección sagital de un implante control sin 
melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del 
mismo (B) a las ocho semanas de su colocación.  
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Figura 25. Visión histométrica de una sección sagital de un implante tratado con 
melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del 
mismo (B) a las cinco semanas de su colocación. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

4 

65 

2 

1 

3 (A) 

(B) 



Tesis Doctoral ~ Javier Guardia Muñoz 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26. Visión histométrica de una sección sagital de un implante tratado con 
melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del 
mismo (B) a las ocho semanas de su colocación. 
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 Nos propusimos evaluar los efectos de la melatonina sobre los procesos de 

osteointegración en implantes dentales en perros de la raza Beagle a las cinco y ocho semanas 

de su colocación en mandíbula. La elección de perros Beagle como animal de experimentación 

esta basada en los siguientes hechos: 

1. La cresta alveolar de los perros Beagle es muy semejante a la de los humanos. 

2. Su manejo es más sencillo y el costo es menor que otras especies de experimentación como 

primates, ovejas o  cerdos de la raza minipig. 

3. Este modelo de experimentación puede proporcionar un volumen óseo muy semejante al del 

humano, permitiéndonos colocar los implantes para estudio. Esto sería inviable en animales de 

experimentación más pequeños como la rata o el conejo. 

Decidimos usar sólo perros Beagle macho porque las hembras podían alterar los valores 

histomorfométricos óseos como consecuencia de la secreción de estrógenos, ya que estos 

tienen una doble función, por un lado, favorecen la osteogénesis al aumentar el número y 

función de osteoblastos, y por otro lado, inhiben la reabsorción ósea. 

 

Se ha demostrado en otros estudios con perros, que después de las exodoncias, y antes de 

colocar los implantes, hace falta que pasen aproximadamente ocho semanas de curación con el 

fin de obtener una correcta cicatrización de los tejidos blandos y una organización estable de los 

tejidos óseos, obteniendo así una mandíbula edéntula perfecta para la colocación de implantes 

dentales87,88.

 

La melatonina es una indolamina cuyos receptores se relacionaban exclusivamente con el 

sistema nervioso central; sin embargo, actualmente se han descubierto nuevos receptores en 

estructuras muy distantes de las originarias89. Junto a su capacidad propia como hormona, 

encontramos otras propiedades como las oncoestáticas y antioxidantes que se pueden emplear 

para el tratamiento de patologías tan diferentes como la depresión90, el cáncer de próstata y 

mama91,92 y las enfermedades de Parkinson y Alzheimer92,93. En este sentido, la administración 

de melatonina podría reducir la incidencia de enfermedades tan prevalentes como el cáncer o 

las enfermedades neurodegenerativas91,92. 
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En la cavidad oral, la aplicación de melatonina ha demostrado tener efectos beneficiosos en el 

tratamiento de la patología periodontal, como coadyuvante de los procesos regenerativos 

postexodoncia94,95 y como cariostático96. Recientemente se ha publicado un hallazgo que 

relaciona la melatonina y un aumento de  la secreción de amilasa por parte de la glándula 

parotídea, ampliando de esta forma, la acción terapéutica de esta hormona en la cavidad oral97. 

Ya que los ritmos circanuales son capaces de modificar algunos componentes de la saliva, cabe 

la posibilidad de que la melatonina pueda actuar en varios componentes de la saliva98. 

 

La implantología puede incluirse como una especialidad dentro de la odontología y de la cirugía 

oral. Es un tratamiento odontológico conocido por la gran mayoría de la población para sustituir 

dientes ausentes99. Con un millón de implantes colocados anualmente en todo el mundo, se ha 

convertido en una parte totalmente integrada dentro de la práctica convencional, y que aumenta 

continuamente el número de profesionales que se dedican a ella100. Podemos decir, 

basándonos en estudios previos, que el grado de satisfacción en pacientes que han recibido 

tratamiento con implantes dentales está cercano al 80%, tanto estética como funcionalmente101. 

Si hablamos de los implantes dentales, tenemos que referirnos también al concepto de 

osteointegración, entendiéndolo como una unión bioquímica directa que se establece entre la 

superficie del implante y el hueso en contacto con él, en ausencia de cualquier otro tipo de 

unión mecánica. La osteointegración de los implantes dentales es el resultado de la interacción 

entre la superficie de titanio del implante y los constituyentes celulares y de la matriz del tejido 

óseo que lo rodea102.  Como se comentó previamente en la introducción, una vez colocado el 

implante comienza una intensa activad de remodelado donde los componentes del tejido óseo 

comienzan a interactuar con el óxido de titanio del implante, las trabéculas óseas van 

aproximándose al implante al igual que los osteocitos y fibroblastos hasta que se fusionan con 

la capa más externa de la superficie, estableciéndose de esta forma, la unión directa entre 

ambos componentes. Existen varios trabajos en los que se han evaluado los efectos de las 

características topográficas y químicas del implante en los procesos de osteointegración; 

concretamente, las microrrugosidades,  que se mejoraban con el arenado103, el grabado 

ácido104, también con la administración de plasma rico en factores de crecimiento105.  

 

La tendencia actual en el estudio de los implantes es la de administrar de forma tópica 

sustancias que favorezcan la unión entre implante y hueso, tales como factores de  
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crecimiento102, proteínas morfogenéticas óseas106 y  hormonas como la melatonina y la 

hormona de crecimiento107. El futuro de este tratamiento está en la combinación de ambas 

modalidades; modificar la estructura del implante y acompañarlo de sustancias biológicas que 

promuevan una formación ósea más rápida y de mayor calidad. 

Recientemente se ha visto la posibilidad de combinar dos sustancias que de manera 

independiente mejoran significativamente los valores histomorfométricos, son la melatonina y el 

factor II de crecimiento de los fibroblastos108. El factor II facilita la proliferación de osteoblastos 

in vitro y la reparación ósea in vivo. Los valores que se obtuvieron demuestran que la 

melatonina de manera independiente induce la formación de hueso, avalando de esta manera 

nuestros resultados. En el estudio de Takechi y cols. realizado en tibias de ratas, el ratio de 

contacto entre el implante y en hueso a las cuatro semanas es superior a los valores que 

obtuvimos; en él, el ratio de contacto implante-hueso es de  57,4 ± 7,4. La aplicación de ambas 

sustancias simultáneamente es más efectiva que la administración de cualquiera de las dos 

sustancias mencionadas independientes. 109,110 

La diferencia entre los resultados obtenidos puede radicar en el metabolismo óseo, y tenemos 

que tener en cuenta que en cada especie la formación ósea puede verse modificada por las 

características intrínsecas de ésta. Por otro lado, el lugar de colocación de los implantes es 

distinta, tenemos por ello, que la morfología, la cantidad de tejido esponjoso o la cortical difiere 

de la tibia a la mandíbula. Finalmente, hay estructuras óseas que se afectan con mayor 

frecuencia en los procesos de reabsorción ósea. 

  

Los resultados obtenidos, demostraron como a las cinco y ocho semanas después de la 

aplicación de melatonina sobre los implantes dentales se obtuvieron cambios que fueron 

estadísticamente significativos; de entre todos los parámetros, los más significativos fueron el 

hueso interrosca y la neoformación ósea, estrechamente relacionados con la formación de 

hueso nuevo. El resto de parámetros aumentó no de manera significativa, esto se debe a dos 

razones principalmente: 

1. La melatonina es muy efectiva las dos primeras semanas después de su colocación, mejora 

de manera significativa aquellos valores que no necesitan una formación de hueso nuevo, sino 

que estimula al hueso existente89. 

2. La capacidad osteoinductora de la melatonina es limitada, comienza a decrecer a partir de la 

quinta semana, excepto para los parámetros que están relacionados con la formación de hueso 
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Si permaneciese de manera continuada esta acción, no habría un efecto terapéutico, sino un 

efecto oncogénico. 

 

En el estudio de Koyama y cols. realizado en ratones,  se evalúa la capacidad de la melatonina 

para aumentar la masa ósea. Los resultados obtenidos expresan que la melatonina es capaz de 

aumentar la masa ósea, sin embargo; no hay un aumento apreciable de los valores 

histomorfométricos. Este aumento de la masa ósea se debe a la supresión de la reabsorción111. 

 

Una de las aplicaciones de la epidemiología es el estudio de la posible relación causal entre una 

exposición y un efecto. En este ámbito, encontramos los criterios de causalidad de Bradford-

Hill112, el más interesante ante esta situación es el de consistencia y trata de conocer si la 

asociación entre las dos variables a las que investigamos una posible relación causa-efecto ha 

sido confirmada por más de un estudio, en poblaciones y circunstancias distintas por autores 

diferentes. En nuestra situación se ha demostrado en diferentes estudios que la aplicación de 

melatonina sí es capaz de modificar los parámetros histomorfométricos óseos. 

 

Numerosos trabajos publicados hasta el momento describen el efecto protector de la melatonina 

en diferentes modelos experimentales de estrés oxidativo23-32 

En el grupo de perros al que se le aplicó melatonina tópica en las heridas alveolares, se  apreció 

cómo la melatonina redujo significativamente los elevados niveles de peroxidación lipídica del 

grupo control un día después de las exodoncias, incluso ligeramente por debajo de los valores 

basales. Otros autores que demuestran que la melatonina es capaz de reducir eficazmente in 

vivo la peroxidación de los lípidos113. Yamamoto y Tang114 refieren que la melatonina previene la 

peroxidación lipídica inducida por cianuro en ratones. Del mismo modo, el pretratamiento con 

esta indolamina redujo la formación de malonildialdehído, un indicador de peroxidación lipídica, 

en animales con otitis media, donde existía, como en nuestro trabajo, una respuesta inflamatoria 

de base115. Además, según Gitto y cols. la melatonina aumenta la acción protectora de otros 

antioxidantes como vitamina E, vitamina C y GSH contra la oxidación de las grasas 

poliinsaturadas mediada por radicales libres, incrementando claramente su eficacia116. Cuando 

se comparan bajo condiciones de alto estrés oxidativo in vivo, la melatonina resulta superior a 

las vitaminas C y E en la reducción del daño oxidativo29, algo que también ha sido demostrado 

in vitro117. 
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Las acciones de la melatonina a nivel óseo no sólo serían aplicables en el campo de la 

implantología oral, sino también en otros procesos odontológicos como la enfermedad 

periodontal, que sabemos que cursa con una progresiva pérdida ósea en sus fases más 

avanzadas. Además, estudios recientes han relacionado la enfermedad periodontal con 

alteraciones en el complejo OPG/RANK/RANKL. Liu y cols..118 han demostrado que el ratio 

RANKL con respecto a OPG está incrementado a favor del primero en pacientes con 

periodontitis, encontrándose valores de mRNA de RANKL muy elevados en pacientes con 

enfermedad periodontal avanzada, a la vez que la expresión del mRNA de OPG está muy 

disminuida con respecto a sujetos sanos. De esta forma, la inhibición en el proceso de 

osteoclastogénesis ejercida por la melatonina, podría complementar su acción antioxidante a 

nivel periodontal. 

 

Por todo lo mencionado anteriormente, podemos concluir diciendo que el tratamiento 

implantológico se ha convertido en una opción terapéutica muy demandada y con muy buenos 

resultados. La aplicación de melatonina, sola o combinada con otras sustancias mejora la 

osteointegración. 
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 Una vez formulados los objetivos y analizados los resultados de la investigación 

procedemos a exponer cuáles han sido las conclusiones obtenidas: 

 

1. La administración de melatonina sobre los implantes dentales favorece la osteointegración de 

éstos, a las cinco y ocho semanas de su colocación en perros Beagle. 

 

2. La melatonina ejerce un efecto osteogénico a las cinco y ocho semanas de su aplicación, 

mejorando aquellos parámetros histomorfométricos en áreas donde se necesita la formación de 

hueso nuevo, como son la zona periimplantaria y la porción interrosca del implante. 

 

3. La melatonina, es una hormona que se ha empleado para el tratamiento de patologías muy 

diferentes de las odontológicas. Hoy podemos afirmar, que la melatonina puede emplearse 

como agente terapéutico también, a nivel de la cavidad oral; esto es debido a sus excelentes 

propiedades osteoinductoras y antioxidantes que hacen de esta hormona un agente perfecto 

para usarse en los tratamientos implantológicos y dentales. 
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aFMK: N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinurenamina.
ATP: Adenosíntrifosfato.
BCP: Porcentaje de integración o ratio de contacto óseo.
BMPs: Proteínas morfogenéticas óseas.
BPO: Peróxido de benzoilo.
CBF A1: Core-binding factor A1.
CPI: Índice Periodontal Comunitario.
GH: Hormona de crecimiento.
GM-CFU: Unidades formadoras de colonias de granulocitos-macrófagos.
GPx: Glutation peroxidasa.
GRd: Glutation reductasa.
H2O2: Peróxido de hidrógeno.
HO•: Radical hidroxilo.
IFN-γ: Interferón gamma.
IGF: factor de crecimiento semejante a insulina.
IL-2: Interleuquina 2.
IL-6: Interleuquina 6.
M-CSF: Factor estimulador de las colonias de macrófagos.
NO•: Óxido nítrico.
O2¯•: Anión superóxido.
ONOO¯: Radical peroxinitrito.
OPG: Osteoprotegerina.
PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.
PG: Prostaglandinas.
PTH: Parathormona.
RANK: Receptor activador del factor nuclear κB.
RANK-L: Ligando de unión al receptor activador del factor nuclear κB.
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                    Justificación








El tratamiento implantológico ha supuesto una revolución dentro del ámbito odontológico. Cada día son más los pacientes que demandan una rehabilitación oral con implantes dentales para satisfacer sus necesidades tanto estéticas como funcionales. Desde que aparecieron los primeros implantes dentales éstos han sufrido numerosas modificaciones que han tenido como finalidad mejorar de una manera importante la osteointegración, haciendo del implante un tratamiento protésico fiable y duradero.

Aunque actualmente, la carga inmediata en los implantes dentales es un hecho que debe reunir una serie de requisitos, en muchas ocasiones, la correcta osteointegración del implante y su posterior carga requiere de un periodo de tiempo más o menos prolongado. Es por ello, que nuestra investigación ha tenido como objetivo demostrar que la aplicación de melatonina sobre la superficie de los implantes mejora considerablemente la osteointegración, acelerando este proceso y por ello disminuyendo el tiempo necesario para la carga implantaria.

El futuro de la implantología pasa por acelerar los procesos de osteointegración con tratamientos sobre la superficie del implante y/o con elementos que actúen sobre el metabolismo óseo de forma directa, como ocurre con la melatonina. Ésta molécula aporta a la implantología un avance importante en la consecución de esta meta.











Introducción







1. Melatonina


1.1 Definición y biosíntesis

La melatonina es la N-acetil-5-metoxitriptamina, una hormona sintetizada y secretada por la glándula pineal, descrita inicialmente por McCord y Allen (1917)1 y aislada por primera vez por Lerner y cols. (1958)2. En mamíferos, la secreción de melatonina por la glándula pineal es considerada una eferencia directa del sistema de organización circadiana del cerebro3,4

Es una molécula que tiene su origen en la glándula pineal; se trata de un órgano impar de un peso aproximado de 120 mg con forma de cono aplanado, es una prominencia dorsal de la pared posterior del tercer ventrículo y por ello se sitúa entre los tubérculos superiores del mesencéfalo, en la fosa pineal (Figura 1).






Figura 1. Corte sagital del cerebro.


Por sus características anatómicas, llamó muy pronto la atención de los médicos. La primera descripción de la glándula pineal se atribuye a Herófilo de Alejandría, en el siglo III a.C, quien la vinculó a funciones valvulares reguladoras del “flujo del pensamiento” en el sistema ventricular. Galeno (siglo II a. C) describió su anatomía y la llamó konarium (cono de piña), denominación que ha perdurado hasta nuestros días junto con la de pineal (del latín pinea, piña). En el Renacimiento, Andrés Vesalio aportó una descripción anatómica precisa en su obra De Humani Corporis Fabrica (1543). René Descartes la calificó en su póstumo De homine (1633) de tercer ojo, no por su papel en el control del fotoperiodo, aún desconocido, sino, porque, según su concepción dualista, constituía la sede del alma. Además se encargaba de la percepción del entorno.
Es el en siglo XIX cuando se aborda la glándula pineal desde diferentes frentes: anatómico, histológico y embriológico; y se mostró su semejanza con la epífisis de vertebrados inferiores.
En el siglo XX, Heubner relacionó la glándula pineal con la reproducción, pero es en 1943, cuando Bargman sugirió que la función endocrina de la glándula estaba regulada por la luz a través del sistema nervioso central.


La era actual del conocimiento pineal se inicia en 1954, Julian Kitay y Mark Altschule atribuían a la glándula tres propiedades: su intervención en el control de la función gonadal, su participación en la respuesta cromática dérmica a los cambios de luz ambiental en vertebrados inferiores y alguna vinculación con la conducta.


Por último en 1965, dos hecho contribuyeron a consolidar el concepto de la glándula pineal como órgano neuroendocrino activo en mamíferos. Hoffman y Reiter demostraron que la oscuridad, o fotoperiodos cortos, inducían cambios gonadales en el hamster, que podían ser suprimidos por la pinealectomía. Axelrod y Wurtman acuñaron la expresión “transductor neuroendocrino” para describir la glándula como un órgano que convierte un estímulo neural proveniente de la retina y originado por la luz ambiental en una respuesta endocrina, la producción de melatonina 5.

Las células encargadas de sintetizar la melatonina son los pinealocitos, siendo éstas las células parenquimales de la glándula pineal. Son células que responde a los cambios en la luminosidad durante el ciclo luz/oscuridad, lo que hace que su actividad metabólica se sincronice a un periodo de 24 horas denominado ritmo circadiano. En sujetos normales la mayor secreción de melatonina se produce entre las doce de la noche y las dos de la madrugada, y la mínima entre el mediodía y las dos de la tarde6.


La melatonina es sintetizada desde la serotonina, y la glándula pineal contiene todas las enzimas necesarias para sintetizar la serotonina desde el triptófano, así como dos enzimas requeridas para convertir la serotonina en melatonina. La enzima que limita la cantidad, serotonina N-acetiltransferasa, convierte la serotonina en N-acetilserotonina, que es convertido a melatonina por medio de la enzima 5-hidroxiindol-O-metiltransferasa, que utiliza como donante del grupo metil a la S-adenosil metionina7 (Figura 2). 


Figura 2. Biosíntesis de la melatonina a partir de la serotonina.

Inicialmente la melatonina se definió como la hormona que mediaba las variaciones anuales en la capacidad reproductora de animales con ciclos de reproducción estacionales. Actualmente se sabe que influye en numerosos aspectos de la biología circadiana, acciones mediadas por la unión de la hormona a receptores de membrana8,9. Estudios posteriores han permitido relacionar a la melatonina con aspectos de la fisiología intracelular a través de mecanismos que son independientes de la acción de la hormona sobre receptores de membrana. En este sentido, se han identificado y caracterizado receptores nucleares para la melatonina en órganos periféricos10,11 y células del sistema nervioso central12. Se ha demostrado también la capacidad de la melatonina para unirse a proteínas citosólicas como la proteína kinasa C13, la calmodulina14 y la calreticulina15, probablemente, también a la quinona-reductasa-216 modulando a través de esta interacción las acciones intracelulares del calcio y la dinámica de determinados receptores nucleares, respectivamente.


Según todos estos datos, hoy día se empieza a considerar a la melatonina no como una hormona en el sentido clásico, sino como un protector celular conservado evolutivamente. Esta afirmación se basa en dos hechos:


1. No se sintetiza en un órgano específico. Se sabe que las enzimas requeridas para la biosíntesis de la melatonina se encuentran en otros tejidos además de la pineal, y se sabe que diversos de estos tejidos, entre los cuales están la retina, el timo, el bazo, los linfocitos B, el ovario, el testículo y el intestino, producen melatonina. De todas formas, la melatonina circulante deriva esencialmente de la producida por la pineal, que pasa tanto a la circulación cerebral y sistémica como al líquido cefalorraquídeo. La melatonina extrapineal es producida por órganos específicos para su uso y no sale a la circulación17. 

2. No actúa en un órgano diana específico. La melatonina alcanza todos los tejidos de la economía18,19 y, al ser muy lipofílica, puede actuar a todos los niveles de la célula. Además, diversas organelas acumulan melatonina, como el núcleo y la mitocondria10,20. 


1.2  Ritmos circadianos


La melatonina es un mensajero hormonal del núcleo supraquiasmático y regulador de la actividad de este núcleo. Una vez sintetizada, se secreta a la sangre y pasa a diversos fluidos corporales como el líquido cefalorraquídeo, ya que al ser una molécula lipofílica atraviesa la barrera hematoencefálica.


La síntesis de melatonina en la glándula pineal se produce de manera circadiana y no se almacena, sino que se libera en cuanto se sintetiza21, lo que hace que los niveles de melatonina circulantes varíen con un periodo circadiano y sean más altos durante el periodo de oscuridad. Esta producción circadiana de melatonina es el resultado de la llegada de información nerviosa a la glándula pineal desde el núcleo supraquiasmático. Este último núcleo proyecta al núcleo paraventricular, que a su vez proyecta directamente a las neuronas de la columna intermedia de la médula espinal. Éstas neuronas preganglionares inervan al ganglio cervical superior, que inerva a la glándula pineal22 (Figura 3). Por la noche, las neuronas postganglionares del ganglio cervical superior estimulan la síntesis de melatonina en la glándula pineal. La melatonina se libera durante la noche a través de la activación postsináptica de receptores β-adrenérgicos. Esto es así, ya que la luz evita la activación adrenérgica de la glándula pineal, produciéndose una inhibición en la síntesis de melatonina. 




Figura 3. Vías nerviosas desde la retina a la glándula pineal.

1.3 Antioxidante y depurador de radicales libres

Se ha demostrado que la melatonina tiene propiedades antioxidantes. Esta característica, descrita inicialmente por Ianas y colaboradores23, ha sido posteriormente confirmada por numerosos estudios utilizando diferentes modelos experimentales. La melatonina tiene la capacidad de eliminar, depurar o neutralizar radicales libres, principalmente el radical hidroxilo (HO•)24, pero también radicales peroxilo (ROO•)25, peróxido de hidrógeno (H2O2)26, óxido nítrico (NO•) y peroxinitritos (ONOO¯)27.

Una de las principales características físico-químicas de la melatonina para entender su gran eficacia como antioxidante es su elevada capacidad de difusión. Se trata de una molécula muy lipofílica, capaz de atravesar cualquier membrana celular, o de las diferentes organelas subcelulares28. Esta propiedad implica una función de la melatonina en todas las partes del organismo, dado que tiene acceso a todas las células y a todos sus compartimentos. En segundo lugar, tiene un potencial redox muy alto, de alrededor de 0.74 V, lo que le confiere una alta capacidad de ceder un electrón para reducir cualquier molécula que esté a su alcance29. 


El mecanismo por el cual la melatonina puede neutralizar ROS y fundamentalmente el radical HO• consiste en que esta indolamina cede un electrón al radical, eliminando su elevada reactividad, y por tanto, su toxicidad. De esta manera, la propia melatonina se convierte en un radical denominado radical catión indolilo30.  Éste interacciona entonces con un radical anión superóxido, precursor del HO•, para generar el metabolito no enzimático de la melatonina, la N1-acetil-N2-formil-5-metoxiquinurenamina (aFMK), que se elimina en la orina (Figura 4). En este sistema directo de eliminación de radicales libres, la melatonina y su radical catión indolilo eliminan en realidad dos radicales libres a la vez, uno hidroxilo y otro superóxido. Por tanto, la capacidad de actuar como neutralizador de radicales HO• de la melatonina es altamente específica, y depende, como hemos visto ya, de la estructura química de la molécula. 


Esta acción directa como neutralizador de radicales libres se complementa con un efecto estimulante de la actividad de algunas enzimas antioxidantes de la célula31, y de inducción de la expresión de estas enzimas, tales como la SOD, GPx y GRd32. Debido a este efecto y a su elevada lipofilia, que le permite actuar a todos los niveles celulares (membrana, citosol, núcleo, mitocondria), su actividad antioxidante es más eficaz que la de otros antioxidantes ya conocidos25.




[image: image42.png]Precursor del osteoclasto Osteoclasto maduro

.J\ IIFEIEItIItIﬁI
[ e
wese RANKrLI 1
RANKL A ,/
opG

RANKL

Osteoblasto

RANKL —l}— RANK  DIFERENCIACION

RANKL —@P— oPG INHIBICION






 Figura 4. Mecanismo de neutralización de un radical hidroxilo y un radical anión superóxido por la melatonina.


1.4 Inmunomodulador

La relación entre melatonina y sistema inmune es cada vez más estrecha. En situaciones en las que se produce una inhibición en la producción de melatonina se observa un estado de inmunodepresión que desaparece cuando se administra la hormona. También ciertos efectos inmunodepresivos producidos por algunos fármacos son contrarrestados por la melatonina33.


Aunque está clara la relación entre la melatonina y el sistema inmune, no es así la forma en la cual se realiza esta influencia sobre la denominada cascada natural de las citokinas en el sistema inmunitario. La relación entre IL-2 y melatonina (función de neuroinmunomodulación) se demuestra en diversas investigaciones34. En un estudio realizado por Lisoni y cols.35 muestran que la secreción de IL-2 aumenta durante la noche, de una forma concomitante a la melatonina, mientras que no existen evidencias de secreción circadiana de otras citoquinas. La glándula pineal estimula la producción endógena de IL-2. El aumento nocturno de las concentraciones sanguíneas de IL-2 podría depender, al menos en parte, de la acción promotora de la melatonina, cuya liberación aumenta durante el periodo de oscuridad.


García-Maurino y cols.36 señalan en un estudio realizado in vitro que la melatonina es capaz de activar los linfocitos CD4+ aumentando la producción de IL-2 e IFN-γ, lo que podría sugerir que la melatonina puede estar implicada en la regulación de las funciones inmunes en humanos modulando la actividad de las células CD4 y monocitos.


1.5 Estimulador de la formación ósea

Numerosos trabajos señalan a la melatonina como un importante mediador en la estimulación y formación de hueso. A concentraciones micromolares la melatonina estimula la proliferación y la síntesis de fibras de colágeno tipo I en osteoblastos humanos in vitro37. 


Por otra parte, en cultivos de preosteoblastos procedentes de ratas aumenta la expresión génica de la sialoproteína ósea y de otros marcadores proteicos de hueso, incluyendo la fosfatasa alcalina, la osteopontina y la osteocalcina, de una manera dosis-dependiente, reduciendo su periodo de diferenciación a osteoblastos de 21 días, que es lo normal, a 12 días.  Esta acción parece estar mediada por los receptores de membrana de la hormona38. 


Dentro del metabolismo óseo, otra importante acción biológica directa de la melatonina se centra en el osteoclasto, célula multinucleada encargada de la reabsorción de matriz extracelular mediante diversos mecanismos, dentro de los cuales ya hemos visto que se encuentra la producción de radicales libres. La melatonina, a través de su acción antioxidante y depuradora de radicales libres comentada anteriormente, podría interferir en esta función del osteoclasto e inhibir de esta forma la reabsorción ósea39. Esta inhibición en la reabsorción ósea se vería potenciada por otra acción de la indolamina a nivel de la osteoclastogénesis, ya que Koyama et al. han observado que la aplicación de melatonina en rangos de  5 a 500 μM disminuye de manera dosis-dependiente la expresión de mRNA de RANK y aumenta tanto los niveles de OPG como de mRNA de OPG en líneas celulares preosteoblásticas MC3T3-E140.

Todos estos datos confirman un efecto osteogénico de la melatonina que puede ser clínicamente importante, ya que podría ser usada como potencial agente terapéutico en situaciones en las que sea deseable un aumento de la formación ósea, como cicatrización de fracturas u osteoporosis39. 


1.6 Melatonina y cavidad oral

La melatonina llega a la cavidad oral a través de las glándulas salivales, donde se filtra desde la circulación general. La proporción de melatonina salival/melatonina plasmática en un patrón de 24 horas oscila entre 0.24 y 0.33, esto quiere decir que las concentraciones de melatonina en saliva están en torno al 24-33% de las que la hormona alcanza en plasma. Los autores coinciden en que aproximadamente el 70% de la melatonina plasmática está ligada a albúmina, por lo que esta melatonina ligada no aparecerá en saliva en cantidad apreciable. De este modo, la melatonina salival representa la porción de melatonina circulante no ligada a albúmina, es decir, melatonina libre41,42. 


Hoy en día la determinación de melatonina salival puede ser utilizada como técnica fiable en la investigación de ritmos circadianos y en aquellos procesos en los que esta hormona pueda tener un papel relevante. Así, todas las acciones que hemos descrito para la melatonina pueden tener aplicaciones importantes a nivel odontológico. 


La evidente relación entre radicales libres y algunos procesos orales, fundamentalmente la enfermedad periodontal, sugiere que la melatonina podría actuar disminuyendo el ataque oxidativo a los tejidos periodontales, reduciendo los niveles de peroxidación lipídica y otros marcadores oxidativos a nivel de la cavidad oral. Sin embargo, son pocas las referencias en la literatura que aluden al papel antioxidante de la melatonina en la cavidad oral. 


La importancia de la melatonina como antioxidante a nivel oral depende de su efecto paralelo sobre el sistema inmune. En trabajos publicados previamente por nuestro grupo de investigación hemos comprobado que la melatonina ejerce también en la cavidad oral una acción reguladora sobre el sistema inmune. Así, en pacientes con CPI (Índice Periodontal Comunitario) 3 y 4, con focos infecciosos asociados, se produce un aumento en el número de linfocitos T CD4 que guarda gran similitud con la curva de concentraciones de melatonina en plasma. De la misma forma, aumentan también los linfocitos CD8 conforme empeora el estado oral.  Por tanto, un estado oral deficiente (con índices CPI elevados) podría ser un factor de estimulación que actuara sobre la melatonina, la cual ejerce una acción impulsora sobre los linfocitos T CD443,44.




2. Remodelado óseo y osteointegración


2.1 Fisiología ósea


El tejido óseo es una variedad de tejido conectivo que consiste esencialmente en una matriz extracelular mineralizada y células especializadas: osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. 


La sustancia osteoide o componente orgánico de la matriz, producida por los osteoblastos, está constituida en un 90% por fibras de colágeno tipo I, que representa la proteína estructural fundamental de la matriz ósea. El 10% restante lo componen una serie de proteínas no colágenas de menor tamaño que modulan la mineralización y la unión de las células a la matriz, y entre las que destacan (Tabla 1):


· Fosfatasa alcalina: producida por los osteoblastos, es una enzima que libera fosfato inorgánico a partir de ésteres fosfóricos con un pH óptimo de 8,6. Merced a ello, por un lado incrementa la concentración de iones fosfato necesarios para la mineralización de la matriz orgánica; por otro, bloquea la acción inhibidora que los ésteres fosfóricos poseen sobre la mineralización.


· Glucoproteínas con secuencia RGD (Arg-Gly-Asp): osteopontina, osteonectina, fibronectina, trombospondina y las sialoproteínas óseas contienen repetida la secuencia RGD (Arg-Gly-Asp), que es reconocida específicamente por las integrinas de osteoblastos y osteoclastos. Constituye un sistema de reconocimiento que permite el anclaje de las células óseas a la matriz y su migración sobre ella, base de los procesos de mineralización, remodelado y reparación del hueso.


· Proteoglucanos: constituidos por un núcleo proteico en el que se engarzan glucosaminoglucanos, son macromoléculas sintetizadas por los osteoblastos. En la matriz osteoide existen al menos cuatro tipos de estas moléculas: condroitín sulfato (el proteoglucano de mayor tamaño, presente sobre todo en las áreas de formación de hueso, donde sirve para reservar espacio para el hueso maduro); hialuronano (que interviene en la morfogénesis ósea); decorina y biglucano (dos pequeños proteoglucanos que actúan como moduladores de factores de crecimiento).


· Proteínas con ácido γ-carboxiglutámico (osteocalcina y proteína del osteoide con ácido γ-carboxiglutámico): este aminoácido modificado se combina con dos iones Ca2+ entre sus dos grupos carbonilo. Los osteoblastos sintetizan osteocalcina (una proteína cuyas concentraciones en plasma guardan cierta correlación con la mineralización) y la proteína del osteoide con ácido γ-carboxiglutámico, que inhibe la mineralización del colágeno en tejidos no óseos.


· Proteínas séricas retenidas en el mineral óseo: en el tejido óseo se hallan cantidades significativas de albúmina, inmunoglobulinas, hemoglobina, α1-antitripsina, β2-microglobulina, α2-SH-glucoproteína y lipoproteína Apo A-1.


La fase inorgánica está compuesta por pequeños cristales de un mineral de carácter alcalino, la hidroxiapatita [Ca10(PO4)6(OH)2]. Estos cristales se incrustan entre las fibras de colágeno para formar un tejido que reúne las características adecuadas de rigidez, flexibilidad y resistencia45-47.


		Proteínas de la matriz osteoide



		1. Colágeno tipo I (90%)


2. Proteínas no colágenas (10%):


a) Glucoproteínas:


· Fosfatasa alcalina


· Glucoproteínas con secuencia RGD (osteopontina, osteonectina, fibronectina, trombospondina, sialoproteínas óseas)


b) Proteoglucanos


c) Proteínas con ácido γ-carboxiglutámico (osteocalcina, proteína del osteoide con  ácido γ-carboxiglutámico)


d) Proteínas séricas retenidas en el hueso





Tabla 1. Principales proteínas constituyentes de la matriz ósea.47

2.1.1 Osteoblastos y osteocitos


Al microscopio óptico, los osteoblastos maduros son células grandes de forma cuboidea, de 20-30 μm de diámetro mayor, con un núcleo ovalado y citoplasma basófilo azulado por su abundante ARN (Figura 5). Con el microscopio electrónico muestran un notable retículo endoplásmico rugoso, propio de las células que desarrollan una intensa síntesis proteica.


Embriológicamente los osteoblastos derivan de células progenitoras multipotenciales del estroma medular. Estas células originan osteoblastos, además de fibroblastos, condrocitos, adipositos y células musculares, algunas de cuyas características fenotípicas son semejantes a las del osteoblasto.


El desarrollo de los osteoblastos está controlado por dos genes: 


a) El CBF A1 (core-binding factor A1), codificador del factor de transcripción así denominado, específico de los progenitores del osteoblasto; este factor regula la expresión de genes de proteínas específicas de esta célula, como osteopontina, osteocalcina, colágeno tipo I, sialoproteínas óseas y el ligando del receptor-activador del factor nuclear-κB (RANK-L).


b) El gen Ihh (Indian hedgehog), igualmente necesario para el desarrollo embrionario del hueso y la actividad de los osteoblastos 48,49.


Los osteoblastos son células secretoras metabólicamente activas que expresan proteínas como la osteocalcina y osteopontina, la osteonectina y otros proteoglicanos y factores señalizadores solubles (BMPs, TGF-β, IGF I y II, IL-1 y PDGF). La expresión de estos productos por parte de los osteoblastos ocurre durante la embriogénesis ósea y durante su mantenimiento (remodelación) y reparación. Las señales que dirigen la mineralización osteoide todavía no han sido identificadas. Es probable que la acumulación de proteínas a las cuales se una el calcio, sea el inicio del proceso de mineralización50. 


Aunque los osteoblastos están polarizados hacia el hueso, la liberación de las proteínas de la matriz osteoide no se limita a su polo basal, sino que muchos de ellos van quedando envueltos en tal matriz, convirtiéndose en osteocitos incluidos en las lagunas que se forman en ella. Junto con ese destino, los osteoblastos pueden derivar a osteocitos de superficie, también conocidos como células limitantes o de revestimiento. Ambos tipos de osteocitos poseen receptores para parathormona (PTH) y expresan in vivo ARNm de: actina-β, factores de transcripción c-fos y c-jun, colágeno y proteínas no colágenas, así como el ARNm del factor de crecimiento semejante a insulina I (IGF-I)51.


En el hueso ya formado, los osteocitos incluidos en las lagunas u osteoplasmas en la matriz mineralizada, poseen forma estrellada, con numerosas y finas prolongaciones, y están comunicados entre sí por una red de canales, o conductos calcóforos, bañada por el denominado fluido óseo. Tal red de canales se forma antes de que se mineralice la matriz osteoide. Con microscopia electrónica se ha observado que en el interior de esos canales los osteocitos contactan mediante sus prolongaciones, lo que permite su comunicación con la superficie del hueso. Precisamente, un papel fisiológico primordial de los osteocitos es la detección de estímulos mecánicos y variaciones de tensión y morfología del hueso producidas por las cargas que soportan en su superficie, así como su traducción en el remodelado óseo.


Cuando se produce la reabsorción del hueso por los osteoclastos, los osteocitos quedan fuera de las lagunas como células de revestimiento en reposo47.


    


   Figura 5. Tejido óseo. Las flechas naranjas señalan los osteoblastos †.

2.1.2 Osteoclastos


Los osteoclastos derivan embriológicamente de células progenitoras hematopoyéticas denominadas “unidades formadoras de colonias de granulocitos-macrófagos” (conocidas habitualmente por su acrónimo inglés, GM-CFU: granulocyte-macrophage colony-forming units), que son, además, y como su nombre indica, precursoras de granulocitos, monocitos y macrófagos. Estas células progenitoras alcanzan el hueso bien directamente, desde la médula incluida en su seno, bien desde la sangre circulante.


Las células precursoras de osteoclastos y éstos mismos expresan en su superficie el receptor de L-RANK producido por los osteoblastos, vía por la que, junto con citoquinas como las interleuquinas 1, 6 y 11, el factor de necrosis tumoral α (TNF-α), el interferón γ y el factor estimulador de colonias de macrófagos (M-CSF), se diferencian y activan52.


Morfológicamente, los osteoclastos son células gigantes (20-100 μm de diámetro), multinucleadas (más de diez núcleos por célula), ricas en vacuolas y mitocondrias y, como los osteoblastos, polarizadas (sus acciones se localizan en regiones determinadas de su superficie) (Figura 6). Así, con el microscopio electrónico se observa que en una de sus caras poseen una serie de finísimos entrantes y salientes, el denominado borde plegado (o en cepillo), a través del que se desarrollará la reabsorción ósea. En el citoplasma próximo a dicho borde se encuentra la conocida como área clara, rica en proteínas y filamentos del citoesqueleto, y desde la que se proyectan integrinas que alcanzan el espacio extracelular47.

     Figura 6. Osteoclasto.

2.1.2.1. Mecanismos de reabsorción ósea


La reabsorción ósea es un proceso complejo que incluye la disolución de la fase mineral o inorgánica y la posterior degradación de las proteínas de la matriz ósea. Los mecanismos señalizadores responsables de la formación y activación de los osteoclastos no son del todo conocidos. Sí sabemos que estas células sintetizan enzimas necesarias para la reabsorción ósea y expresan una ATPasa bombeadora de protones, un intercambiador bicarbonato/cloro, una fosfatasa ácida resistente a tartrato, catepsina K y la anhidrasa carbónica tipo II.


Los osteoclastos se adhieren a la superficie ósea mediante integrinas que reconocen específicamente a proteínas de la matriz osteoide. El área de sellado delimita un microespacio entre los osteoclastos y la superficie ósea. La desmineralización se produce mediante la acidificación de ese microespacio gracias a la acción de una ATPasa de H+ localizada en la membrana del borde en cepillo. Para mantener el pH fisiológico en su seno, el osteoclasto dispone de un intercambiador Cl¯/HCO3¯ en la cara opuesta al borde en cepillo y, en este borde, un canal de Cl¯ acoplado a la ATPasa de H+. Como consecuencia de todo lo anterior, el osteoclasto secreta HCl en el microespacio subosteoclástico, con el consiguiente descenso del pH hasta 4.4 y la disolución del mineral (Figura 7). Esta disolución precede a la degradación de la matriz orgánica, llevada a cabo, a su vez, por proteasas como la catepsina K, secretada por los osteoclastos, y colagenasa por los osteoblastos53,54.


     Figura 7. Esquema del mecanismo de reabsorción ósea.

2.1.2.2 Radicales libres y reabsorción ósea


Según diversos estudios los radicales libres actúan como intermediarios importantes en la formación y activación de nuevos osteoclastos e intervienen en el proceso de reabsorción ósea. Ross et al. encontraron que la síntesis de ROS por el sistema xantina oxidasa/xantina causó un aumento en la reabsorción ósea en cultivos de hueso largo fetal de rata y de calotas de ratones recién nacidos. La reabsorción ósea causada por las ROS en estos cultivos se inhibibe por la SOD (6 µM), pero no se afectó al añadir idéntica dosis de catalasa, lo que sugiere que el anión superóxido es el principal responsable de esta reabsorción de hueso. Igualmente observaron tanto in vivo como in vitro un incremento significativo en el número de osteoclastos y en la extensión de la superficie de hueso reabsorbida después del tratamiento con xantina oxidasa/xantina55. 


Cuando los osteoclastos son estimulados por factores como la parathormona (PTH), IL-1 o TNF y marcados con nitroazul de tetrazolio (NAT) se observa un aumento de células NAT+/mm2 (el NAT es un marcador utilizado para investigar la producción de radicales libres ya que es reducido en presencia de especies reactivas). Este hecho coincide con observaciones hechas por otros autores según las cuales los osteoclastos poseen superóxido dismutasa y son los responsables de la producción de ROS en el microambiente óseo, lo que contribuiría a la degradación de componentes de la matriz ósea bajo el borde en cepillo, ya que moléculas estructurales de la matriz como el colágeno o el ácido hialurónico son susceptibles al daño oxidativo por radicales libres56.


Se sabe además que los osteoclastos expresan otra enzima, la fosfatasa ácida resistente a tartrato (TRAP), que se localiza en el interior de vesículas endocíticas que contienen productos de degradación orgánicos liberados de la matriz ósea durante la reabsorción. Esta enzima posee un centro binucleado con un hierro activo que es capaz de reaccionar con el peróxido de hidrógeno mediante la reacción de Fenton para producir radical hidroxilo: 


Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH‾ + HO•


El ión férrico formado en la reacción es capaz de reaccionar también con H2O2 para formar anión superóxido e ión ferroso:  


Fe3+ + H2O2 → Fe2+ + 2H+ + O2‾•


Por tanto, se establece a nivel osteoclástico una secuencia de reacciones que originan HO• y O2‾• mediante la continua oxidación y reducción del hierro activo de la TRAP, haciendo posible la síntesis de elevadas cantidades de ROS en la medida en que se encuentre disponible el H2O2 en el medio. 


El papel fisiológico de estas ROS en el proceso de reabsorción ósea no es del todo conocido, pero sí sabemos que atacan directamente al colágeno tipo I y otras proteínas estructurales de la matriz extracelular, contribuyendo a su fragmentación. Los productos resultantes penetran mediante endocitosis en vesículas intracelulares que contienen TRAP, enzima encargada de la degradación última de los componentes de la matriz. Por tanto, la degradación de la matriz ósea no sólo ocurriría extracelularmente a nivel de las lagunas de reabsorción, sino también intracelularmente en las vesículas endocíticas con TRAP y productos derivados de la acción de las ROS. Finalmente, estos productos de degradación son secretados al espacio extracelular a nivel de la membrana basolateral de la célula57.


2.2 Remodelado óseo

A lo largo de toda la vida, el tejido óseo sufre un continuo proceso de reabsorción y formación. De forma incesante, hay zonas del hueso que son destruidas para ser sustituidas por tejido óseo recién formado. Este proceso se denomina “remodelado óseo” y conduce al recambio de alrededor de un 7-10% del volumen total del esqueleto cada año. 


El remodelado se lleva a cabo por grupos de células osteoblásticas y osteoclásticas que constituyen las llamadas “unidades de remodelado” o “unidades multicelulares básicas”. El proceso se inicia cuando, por mecanismos desconocidos, pero en los que pueden estar implicadas las células de revestimiento58, los precursores de los osteoclastos son atraídos a un lugar determinado del hueso, y por la acción de citoquinas (TNF-α, IL-1, IL-6, M-CSF, RANK-L), se diferencian a osteoclastos in situ. Éstos comienzan a reabsorber el hueso, de forma que a lo largo de unas dos semanas labran una pequeña cavidad. 


Al finalizar esta fase de reabsorción de hueso, la cavidad labrada por los osteoclastos es tapizada por células mononucleares de naturaleza no bien conocida. Es la llamada fase de inversión. Después se reclutan precursores de osteoblastos, que proliferan y se diferencian. Los osteoblastos se disponen en una monocapa y comienzan a sintetizar osteoide que va rellenando el hueco abierto por los osteoclastos. Es la fase de formación de hueso, que se prolonga durante 2-4 meses. La mineralización de las láminas de osteoide se va produciendo según se depositan, pero con un retraso de unas dos semanas. Al final del proceso, el resultado es que un pequeño volumen de hueso viejo ha sido renovado por hueso nuevo59. 


2.2.1 Factores reguladores del remodelado óseo.


2.2.1.1 Parathormona (PTH)


Producida en las glándulas paratiroideas que responden al descenso de la calcemia, es la hormona hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorción. No obstante, en los últimos años se ha descubierto un papel estimulador en la formación ósea, a través de la síntesis de IGF-I y TGF-β60. Este doble efecto de reabsorción y formación se explicaría porque la PTH en administración continua estimularía la reabsorción ósea a través de la síntesis de un factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las células osteoblásticas, mientras que a dosis intermitentes estimularía la formación de hueso, asociado a un incremento de los factores de crecimiento mencionados anteriormente y a una disminución de la apoptosis de los osteoblastos.


2.2.1.2 Calcitonina.


Es inhibidora de la reabsorción ósea, al reducir el número y la actividad de los osteoclastos. Sin embargo, esta acción es transitoria, ya que los osteoclastos parecen volverse “impermeables” a la calcitonina en pocos días61.


2.2.1.3 calcitriol o 1,25(OH)2 vitamina D3  

Hormona esteroidea que favorece la absorción intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la mineralización ósea. Algunos autores piensan que puede ser producida por células linfocíticas o monocíticas del hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de la diferenciación de los osteoclastos62.


2.2.1.4 Estrógenos.


Los estrógenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo óseo: por un lado favorecen la formación ósea al aumentar el número y función de los osteoblastos y por otro lado, disminuyen la reabsorción. Se han descrito receptores de estrógenos en osteoblastos, osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones recientes han comprobado que los estrógenos pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG), proteína producida por los osteoblastos que inhibe la reabsorción63, por lo que podrían jugar un papel importante en la regulación de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia de estrógenos durante la menopausia constituye el factor patogénico más importante de la pérdida ósea asociada a la osteoporosis.


2.2.1.5 Glucocorticoides.


A dosis altas tienen efectos catabólicos sobre el hueso, ya que inhiben la síntesis de IGF-I por los osteoblastos, y suprimen directamente la BMP-2 y el Cbfa1, factores críticos para la osteoblastogénesis64. Sin embargo, estudios recientes han demostrado que a dosis fisiológicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la diferenciación osteoblástica65.


2.2.1.6 Hormona de crecimiento (GH).


Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La hormona del crecimiento actúa directamente sobre los osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad, lo que produce un aumento en la síntesis de colágeno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La acción indirecta se produce a través del aumento de la síntesis de IGF-I y II por los osteoblastos. Estos factores favorecen la proliferación y diferenciación de los osteoblastos, aumentando su número y función. Desde hace unos años se viene considerando a la hormona del crecimiento como un factor de crecimiento local, ya que no sólo se sintetiza en la adenohipófisis, sino en casi todas las células del organismo, incluidos los osteoblastos, teniendo un efecto autocrino y paracrino, además de endocrino66.


2.2.1.7 IGF-I y II (Insulin-like Growth Factor I y II).


Los factores de crecimiento análogos a la insulina son polipéptidos similares a esta hormona sintetizados por el hígado y los osteoblastos, entre otros tejidos. Se hallan en gran concentración en la matriz osteoide67. Incrementan el número y función de los osteoblastos, favoreciendo la síntesis de colágeno. Circulan unidos a proteínas de unión (IGFBP de IGF-binding protein), que a su vez pueden ejercer efectos estimulantes o inhibidores sobre el hueso. Los IGFs están regulados por hormonas y factores de crecimiento locales; así la hormona del crecimiento, los estrógenos y la progesterona aumentan su producción, mientras que los glucocorticoides la inhiben. Asimismo, median en la interacción osteoblasto-osteoclasto e intervienen de forma activa en el remodelado óseo68. El IGF-II es el factor de crecimiento más abundante de la matriz ósea, es importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el esqueleto ya desarrollado actualmente se desconocen69.


2.2.1.8 Citoquinas.


Son polipéptidos sintetizados en células linfocíticas y monocíticas que juegan un papel importante en múltiples funciones celulares, como en la respuesta inmunológica, la inflamación y la hematopoyesis, con un efecto autocrino y paracrino. En el hueso son importantes las siguientes: 


· Interleuquina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorción osteoclástica, incrementando la proliferación y diferenciación de los pre-osteoclastos así como la actividad osteoclástica e inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos70. En realidad son 3 moléculas diferentes relacionadas: IL-1α, IL-1β y antagonista del receptor de IL-1, siendo esta última inhibidora del efecto de las dos primeras. Su acción sobre la reabsorción es directa e indirecta, a través de la síntesis de prostaglandinas.


· Interleuquina 6 (IL-6): Estimula la reabsorción ósea y parece implicada en la patogenia de la enfermedad de Paget71. Se cree que juega un papel importante en las etapas iniciales de la osteoclastogénesis. Se produce en respuesta a PTH, IL-1 y 1,25(OH)2D3.


· Interleuquina 11 (IL-11): De reciente descubrimiento, se produce en la médula ósea e induce la osteoclastogénesis.


· Prostaglandinas (PG): In vitro favorecen la reabsorción ósea, fundamentalmente la PGE2, pero también la PGE1, PGG2, PGI2 y PGH272. Estudios in vivo, midiendo los niveles de prostaglandinas en el líquido crevicular, han demostrado su participación en la destrucción ósea que tiene lugar en la enfermedad periodontal73.  


2.2.1.9 Proteínas morfogenéticas óseas (BMPs: Bone Morphogenetic Proteins).


Las proteínas morfogenéticas óseas están incluidas dentro de la familia de los TGF-β. Constituyen un grupo de 15 proteínas capaces de conseguir la transformación de tejido conjuntivo en tejido óseo, por lo que se consideran osteoinductivas. Asimismo, son capaces de estimular la diferenciación de células pluripotenciales hacia diferentes líneas celulares (tejido adiposo, cartílago y hueso). Son muy abundantes en el tejido óseo y durante la embriogénesis participan en la formación de hueso y cartílago.


Actualmente se las considera como los factores más potentes de la diferenciación osteoblástica49. Canalis et al.74 creen que además de estimular la osteogénesis inhiben la osteoclastogénesis.  


2.2.1.10 Sistema OPG/RANK/RANKL

La acción biológica del osteoclasto se ve regulada primordialmente por la tríada molecular OPG/RANK/RANKL58. El receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kB) es un péptido que se expresa en osteoclastos maduros y preosteoclastos, cuya activación da lugar a cambios en el citoesqueleto y actividad del osteoclasto, de tal forma que induce al osteoclasto a reabsorber hueso y a no morir por apoptosis; se trata de una señal de activación y supervivencia para el osteoclasto. El ligando encargado de activar al receptor RANK es RANK-L (ligando de unión al receptor activador del factor nuclear kB), que es una molécula que aparece anclada a la membrana del osteoblasto, aunque aparece también en células inmaduras mesenquimales de médula ósea. Su principal función es, mediante la unión a RANK, estimular la diferenciación de los osteoclastos, su activación y la inhibición de su apoptosis. Existe una tercera molécula, que es la osteoprotegerina (OPG). Se llama también factor de inhibición de la osteoclastogénesis y es un nuevo miembro de la superfamilia de los receptores del factor de necrosis tumoral (TNFR) que se expresa en diversos tejidos humanos además de en hueso. En hueso inhibe la maduración y activación de los osteoclastos al unirse al RANKL e impedir la unión del RANK75 (Figura 8). 

2.3 Osteointegración y biología ósea en implantología oral

Las enormes posibilidades terapeúticas que ofrece han hecho de la implantología oral la rama de la Odontología que más se ha desarrollado en los últimos 15 años. 


Un requisito imprescindible para el éxito del tratamiento implantológico es la unión firme, estable y duradera del implante bucal al sustrato óseo que lo engloba para luego poder construir sobre él una prótesis dental. En este sentido, Branemark (1965) fue el primero en definir el concepto de osteointegración como “La conexión estructural y funcional directa entre el hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional”76. 

La osteointegración requiere la formación de hueso nuevo alrededor del implante, proceso resultante de la remodelación en el interior del tejido óseo. El proceso lo inician los osteoclastos, que son las células responsables de reabsorber la zona necrótica originada por el fresado óseo durante la preparación del lecho receptor. Junto a ellos, la neoformación vascular aportará los elementos celulares, los osteoblastos, que crearán hueso nuevo capaz de interaccionar con la capa de óxido de titanio del implante para integrar biológicamente al mismo. Los osteoblastos se diferenciarán posteriormente a osteocitos incluidos en la matriz ósea mineralizada. 


Si consideramos ultraestructuralmente la interfase hueso-implante debemos referirnos al concepto de biointegración, que es la unión bioquímica directa entre el hueso vivo y la superficie del implante, demostrable a través de microscopía electrónica, independientemente de cualquier mecanismo mecánico de interunión. Así, el espacio existente entre el tejido óseo mineralizado y la capa de plasma de titanio del implante no es mayor de 10 Ǻ y aparece lleno de un material matriz, los proteoglicanos77. Una red de colágeno rodea los osteocitos y se inserta en la capa de glucoproteínas, que se fusiona con la capa de óxido de titanio. Se cree que el óxido de titanio del implante induce la formación de glucosaminoglucanos sulfatados78. Las trabéculas óseas crecen acercándose al implante y contactando con la capa de plasma. Por ellas llegan los vasos que aportan nutrición, elementos celulares para la remodelación y rodean el implante; los fibroblastos y osteoblastos aumentan y al acercarse al implante se unen a la capa de óxido. Forman sustancia fundamental que llena los espacios trabeculares y se fusiona con la capa de óxido de titanio. Por tanto, y en contra de lo que se creía hasta hace unos años, la interfase implante-tejidos orales es una zona dinámica sometida a una intensa actividad remodeladora por parte de las células óseas y la matriz extracelular79.


Aunque hoy en día los nuevos diseños y tratamientos de superficie de los implantes están permitiendo en algunos casos reducir los tiempos de carga, se establece de forma general un periodo de osteointegración de 3 meses en mandíbula, y de 6 meses en el maxilar superior. 


Figura 8. Esquema de actuación de la triada OPG/RANK/RANKL








Objetivos









Los objetivos de nuestra investigación, realizada en perros de raza Beagle de experimentación animal, fueron:


1. Evaluar el efecto de la aplicación tópica de la melatonina en el proceso de osteointegración de implantes dentales a las cinco y ocho semanas de su colocación.


2. Valorar la posible aplicación clínica de la melatonina en los procesos de osteointegración en la cavidad oral.












Material y métodos









1. ANIMALES, PROCEDIMIENTO QUIRÚRGICO Y TRATAMIENTO.


Tras obtener la aprobación por parte del Comité de Ética de la Universidad de Granada (con fecha de 19 de noviembre de 2004), el estudio se realizó en 24 perros de raza Beagle, procedentes del Servicio de Reproducción Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de Córdoba. Dichos perros fueron remitidos al Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Granada, centro homologado para el cuidado, crianza y manejo de estos perros, donde realizamos nuestros trabajos de experimentación. Los animales, que recibieron alimentación ad libitum con dieta sólida a base de pienso y agua y cuyos estabularios fueron cuidados diariamente, permanecieron en el animalario hasta la edad de estudio, que comenzó a los 14 meses.


El estudio siguió en todo momento los principios éticos en investigación y docencia con modelos animales definidos internacionalmente80 y aceptados por la Sociedad Española para las Ciencias del Animal de Laboratorio (SECAL), dentro de la legislación básica actual: REAL DECRETO 223/1988, de 14 de Marzo, sobre protección de los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos81.

1.1 Exodoncias.


Con la finalidad de la colocación posterior de implantes dentales, entre los 14 y 16 meses de edad se realizaron las exodoncias de premolares y molares superiores e inferiores a los 24 perros bajo anestesia general (un total de 24 dientes por perro en una sola sesión). Se conservó el sector anterior (superior e inferior) de canino a canino para que los perros pudieran mantener una mínima función masticatoria. 




Todas las intervenciones se realizaron bajo la supervisión del Veterinario del Servicio de Experimentación Animal de la Universidad de Granada. 


Para la inducción anestésica se utilizó la siguiente medicación (el cálculo de las dosis de los fármacos se hizo en función del peso de los perros, entre 16 y 18 Kg aproximadamente):


- Calmo Neosan® (Maleato de Acepromazina): 0.5-1 mg/Kg peso (1-2 ml/10 Kg peso) vía i.m., como tranquilizante 15 minutos antes de la anestesia general.


- Anestesia general, compuesta de:


Imalgene® (Ketamina + Clorbutol): 5-8 mg/Kg peso vía i.v..


Calmo-Neosan®, como coadyuvante del anestésico a la dosis arriba indicada.


- Atropina 0.05 mg/Kg peso vía s.c.., para disminuir las secreciones.


Como medicación antiinflamatoria/analgésica y antimicrobiana se utilizó:


- Voren Antiinflamatorio® (Dexametasona isonicotinato): 1-2 ml vía i.m..


- Bivamox Antibiótico® (Amoxicilina): 2 ml vía i.m.

El antibiótico y el antiinflamatorio se administraron al terminar la intervención quirúrgica y posteriormente cada 2 días durante un total de 4 días, para prevenir la infección e inflamación postoperatorias, como establecen los comités de ética de experimentación animal.

Tras realizar las exodoncias a la mitad de los perros, se suturó cuidadosamente con seda reabsorbible (seda trenzada estéril 3/0 TB-15. Lorca Marín. Ref. 55346). Durante todo el procedimiento quirúrgico la vía i.v. del perro fue mantenida con un suero glucosalino (250 cc.) que permitía la administración de la medicación anteriormente referida. El suero era transfundido en su totalidad después de terminar la intervención para facilitar la hidratación y recuperación postquirúrgica del animal. 

Después de la intervención quirúrgica se trasladaban a los perros, aún bajo los efectos de la anestesia general, del quirófano a su estabulario para que, bajo la supervisión veterinaria, se recuperasen progresivamente de la operación. Durante los días posteriores se revisaron periódicamente los perros, sobre todo el estado de las heridas postexodoncias, cuidado y limpieza de las mismas para evitar infecciones, así como la evolución del estado general de los animales.




1.2 Colocación de los implantes.


Tras dos meses como tiempo de espera para la cicatrización y regeneración del hueso alveolar, se procedió a la colocación de los implantes dentales, aproximadamente entre los 16 y 18 meses de edad de los perros. La medicación utilizada fue similar a la descrita en la fase quirúrgica anterior.


En cada mandíbula se colocaron ocho implantes de 3,25 mm de diámetro y 10 mm de longitud. En este trabajo fueron evaluados dos implantes en cada lado de la mandíbula (cuatro implantes en total). Los cuatro implantes restantes fueron utilizados para otra investigación


Los cuatro implantes de nuestro estudio fueron asignados de forma aleatoria en localizaciones mesiales y distales de cada hemimandíbula (Figura 9).




Figura 9. Colocación de los implantes en los perros Beagle.



Técnica Quirúrgica.

El protocolo seguido correspondió a la técnica convencional de colocación de implantes oseointegrados82, cuyos pasos se describen a continuación:


- Incisión crestal con un bisturí con hoja del número 15, que se extendió a lo largo del cuerpo mandibular desde distal del canino hasta 15 ó 20 mm hacia distal del punto de colocación del último implante.


- Disección roma mediante el uso de periostotomos de Molt y Williger. Se procede a levantar un colgajo de espesor total, de amplitud suficiente para tener acceso a la cresta edéntula, incluyendo las corticales vestibular y lingual; de esta forma se verifica la integridad del reborde alveolar después de las exodoncias.


- Elaboración del lecho receptor de los implantes. Se realiza en el reborde óseo un lecho de morfología y dimensiones similares al implante a colocar. Utilizamos un micromotor (CHIROPRO 980. CA 100121. Bien Air®) con irrigación externa con suero fisiológico para evitar el sobrecalentamiento y necrosis del tejido óseo, y fresas de osteotomía de diámetros progresivamente mayores para realizar las preparaciones mediante un fresado secuencial (kit de fijación de implantes Implant Microdent System):


· Fresa de marcaje o piloto, recta, de pequeño diámetro (1-1.5 mm). Es la primera fresa utilizada una vez que disponemos del campo operatorio correctamente preparado. Nos sirve para marcar el lugar de colocación e iniciar la preparación a través de la cortical y de los primeros milímetros de hueso esponjoso. 


· Fresa intermedia, de diámetro inferior al de la fresa definitiva. Se utiliza para ampliar la osteotomía, ensanchando el diámetro de la preparación iniciada con la fresa de marcaje, hasta la longitud definitiva (10 mm) preestablecida para la fijación.


 · Fresa de avellanado. Sirve para preparar los primeros milímetros del neoalveolo, en los que se alojará la porción más cervical del implante.


· Fresa final, de longitud y diámetro definitivos.


- Aplicación del tratamiento tópico. Después de labrar el lecho receptor, aplicamos a cada implante el tratamiento tópico que correspondió:


Los dos implantes más anteriores, correspondientes al grupo control, no recibieron tratamiento tópico alguno.


Los dos implantes distales de ambas hemiarcadas, correspondientes al grupo con melatonina tópica, fueron humedecidos con suero fisiológico y posteriormente se impregnaron con 2 mg de melatonina en polvo (Helsinn Advanced Synthesis SA, Via Industria 24, 6710 Biasca, Suiza), pesada en la mañana de la intervención. Una vez recubierto el implante de melatonina, la sobrante se introdujo de forma cuidadosa en la preparación. Todos los implantes recibieron siempre la misma cantidad de melatonina (2 mg).


- Colocación de los implantes. Los implantes utilizados fueron implantes roscados (Implant Microdent System, plataforma diámetro 5.60 mm y diámetro de núcleo 3.25 mm, longitud 10.00 mm - MK 555010. Barcelona). Los implantes fueron llevados a la preparación para proceder al roscado de forma manual, y terminar de forma mecánica mediante llave de presión o carraca.


- Colocación del tornillo de cierre o de cicatrización.


- Sutura con seda reabsorbible (seda trenzada estéril 3/0 TB-15. Lorca Marín. Ref. 55346) y administración del remanente de suero glucosalino utilizado durante la intervención. 


1.3 Sacrificio y extracción de la mandíbula.


En la tercera y última fase de experimentación animal los perros fueron sacrificados secuencialmente a las dos y cinco semanas de la intervención implantológica (doce perros a las dos semanas, y los otros doce a las cinco semanas) con el objetivo de valorar la osteointegración en dichos periodos de tiempo.


Para la eutanasia de los animales se siguió la siguiente pauta farmacológica:


- CalmoNeosan® (maleato de acepromazina): 2,5 -3 cc. vía i.m. + Imalgene 1000® (ketamina + clorbutol): 2 cc. vía i.m., como premedicación sedante.


- Dolethal® (pentobarbital sódico): 3 cc. vía i.v.


Una vez constatada por el veterinario la muerte del perro, procedimos a la disección y extracción de la mandíbula para llevar a cabo el estudio histomorfométrico. Para ello, utilizando un bisturí con hoja del número 15 y un periostotomo de Molt, se diseccionaron los tejidos orales adheridos al cuerpo mandibular. Primero se diseccionó la mucosa y musculatura de la cara vestibular, y después la mucosa lingual, tejidos y músculos del suelo de la boca. Posteriormente, con la ayuda de un micromotor (Microproccesor Vmax Volvere NE 120®, Nakanishi INC.) y una fresa de osteotomía, con irrigación con suero salino, realizamos dos cortes transversales en ambos lados del cuerpo mandibular, con un margen distal de aproximadamente 10 ó 15 mm con respecto a los últimos implantes colocados, y se procedió de forma cuidadosa a la extracción de la mandíbula. Ésta se introdujo en un recipiente de plástico herméticamente cerrado con formaldehído 3.7-4.0%, tamponado a pH=7 y estabilizado con metanol DC (Panreac DC ref. 252931.1214). 


Las mandíbulas en formaldehído se enviaron al Departamento de Ciencias Clínicas Veterinarias de la Universidad de Santiago de Compostela para realizar el análisis histomorfométrico.

2. OBTENCIÓN Y PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS

2.1  Preparación histológica de las muestras.

Tanto la preparación como el análisis histológico de las muestras de tejido óseo fueron realizados en el Laboratorio de Implantes de la Unidad de Cirugía, Departamento de Ciencias Clínicas Veterinarias de la Universidad de Santiago de Compostela.


Las muestras fueron procesadas para su estudio utilizando las técnicas de inclusión en metacrilato descritas por Donath83, realizando los pasos que siguen:


Fijación.

Se realizó mediante inmersión de los bloques en formol al 10% durante un mínimo de dos semanas debido al gran tamaño del fragmento óseo.


Deshidratación.

Se realizó mediante pases sucesivos de los segmentos óseos por alcoholes de distinta concentración bajo agitación constante, como se indica a continuación:


70 % alcohol durante tres días.


80 % alcohol durante tres días.


96 % alcohol durante tres días.


100 % alcohol durante tres días.


100 % alcohol durante tres días.


Infiltración.

La infiltración plástica se hizo mezclando glicolmetacrilato (Technovit 7200®, VLC - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) y peróxido de benzoilo (BPO®: Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) al 1% con alcohol etílico a distintas concentraciones, finalizando con dos infiltraciones de glicolmetacrilato puro, bajo agitación constante, según el siguiente procedimiento:


Technovit 7200® + BPO: alcohol ( (30:70) durante tres días.

Technovit 7200® + BPO: alcohol ( (50:50) durante tres días.


Technovit 7200® + BPO: alcohol ( (70:30) durante tres días.


Technovit 7200® + BPO ( (100) durante tres días.


Technovit 7200® + BPO ( (100) durante tres días en vacío.


Inclusión y polimerización.

Para llevar a cabo la inclusión se introdujeron las muestras de tejido en unos moldes de polietileno que posteriormente se llenaron con resina (Technovit 7200®) bajo el efecto del vacío.


La polimerización tuvo lugar en dos pasos:


- Paso 1: usando una luz de baja intensidad (manteniendo los moldes a una temperatura por debajo de 40º C, para que la resina se polimerizara extensamente). Este paso dura 4 horas.


- Paso 2: usando una luz azul de gran intensidad, de forma que el metacrilato que ha sido incluido dentro del tejido también resulte completamente polimerizado. Este paso tiene una duración de doce horas, debido al gran grosor de nuestras muestras.


Por último, permanecieron en la estufa durante 24 horas para que el BPO terminara su proceso de polimerización.


Preparación del bloque para obtener una superficie paralela.

Una vez polimerizado, se extrajo el bloque del molde. El siguiente paso fue realizar un corte preliminar para aproximar el área de interés más cerca de la superficie del bloque. Esto se realizó con la ayuda de una sierra de banda (Exakt 300), e irrigando para evitar el sobrecalentamiento de la muestra, que deterioraría los tejidos que rodean al implante. Después se procede a realizar una radiografía del espécimen en dos proyecciones para hacer un corte del implante por la mitad. Una vez cortado por la mitad los bloques se montaron en una lámina acrílica con ayuda de una resina (Technovit 4000® - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) mediante el empleo de una prensa de pegado y una bomba de vacío, que sujeta el porta a la parte superior de la prensa. La resina se extendió por la parte de atrás del bloque, de manera que la parte que va a ser examinada contacte con la parte de debajo de la prensa de pegado. Cuando la polimerización finalizó el bloque estuvo listo para ser pulido.



Preparación de la superficie de interés.

El siguiente paso fue el pulido de la muestra por la superficie de interés con la ayuda de papeles abrasivos del número 1200. Tras realizar esta práctica, y con la ayuda de la prensa de fotopegado y una resina específica (Technovit 7210® - Heraus Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) la cara a estudiar se pegó en el porta definitivo. Posteriormente, utilizando una sierra de banda (Exakt 400, System, Aparatebau GMBH, Hamburg, Alemania) y un portamuestra de vacío, se realizó un corte preliminar obteniendo una sección fina de 200 micras aproximadamente. Esta sección fue sometida a un microdesgaste (Exakt-Micro Griding System®, Aparatebau GMBH, Hamburg, Alemania) y pulido con papeles de carburo de silicio de 1200 y 4000.


Como resultado final se obtuvieron secciones de aproximadamente 70 micras de espesor.


Tinciones.



Para la tinción de las muestras de procesamiento se empleó la técnica de Levai-Laczcó que se detalla a continuación (Tabla 2):




		Tinción de Lévai Laczcó



		Procedimiento:


1. Sumergimiento en peróxido de hidrógeno (H2O2) al 30% durante 5 minutos con movimiento constante.


2. Lavado con agua corriente dos veces.


3. Descalcificación de la superficie con ácido acético (CH3COOH) durante 1 minuto.


4. Lavado con agua corriente dos veces.


5. Sumergimiento en la Solución A durante 20 minutos


6. Lavado con agua corriente dos veces


7. Sumergimiento en “Pararosanilina” durante 5 segundos. Los cortes se deben sumergir individualmente en esta tinción.


8. Lavado con agua corriente y secado.



		Solución A


Materiales


Una parte de Azur II con una parte de azul de metileno y dos partes de Na2CO3 (1%).


Las soluciones deben ser filtradas antes de su uso.


(Solución A:


Azur II (Merck Art. No. 9211) al 1% en agua destilada.


Azul de metileno (Merck Art. No. 1283) a 1% en agua destilada.


Na2CO3 (Merck Art. No. 6392) a 1% en agua destilada.


(Solución B:


Pararosanilina (Sigma Art. No. 1528) a 1% en agua destilada.








Tabla 2. Tinción de Lévai-Laczcó.

3. EVALUACIÓN HISTOLÓGICA E HISTOMORFOMÉTRICA DE LAS MUESTRAS


La histomorfometría es una valoración cuantitativa que permite la medición bidimensional (anchura, longitud, perímetro y área) y tridimensional (volumen, anchura y superficie) en diferentes tejidos vivos, entre ellos el tejido óseo. La evaluación histológica del hueso se ha visto limitada durante años por las dificultades técnicas, de tal manera que antes de 1960 se realizaban únicamente técnicas de decalcificación que permitían obtener un tejido lo suficientemente blando para incluirlo en parafina. Sin embargo, esta técnica presentaba una serie de inconvenientes84:


- No distinguía el hueso mineralizado del no mineralizado.


- En la mayoría de los casos se producían fenómenos de retracción de la interfase hueso/médula ósea que dificultaban la evaluación de las células que intervienen en el remodelado.


- Imposibilitaba el estudio de la dinámica ósea mediante marcaje con tetraciclinas.


Con el desarrollo técnico de medios duros de inclusión (monómeros plásticos) y de microtomos especiales se ha permitido cortar el hueso sin descalcificar y de esta manera realizar nuevos estudios.


Los parámetros histomorfométricos resultan de relacionar entre sí una serie de recuentos y mediciones efectuadas en el tejido óseo, permitiéndonos definir cuantitativamente las características estructurales y funcionales del hueso en condiciones normales, patológicas o experimentales85.


En nuestro estudio, para el análisis histomorfométrico se procedió a la captura de las imágenes con un microscopio óptico (Olympus CH30, Nagano, Japón), al que se le acopló una cámara digital (Olympus DP12, Nagano, Japón). La captura de las imágenes se realizó con un objetivo de cuatro aumentos, y utilizando filtros para polarizar la luz. El análisis de imágenes se realizó con el programa informático Microimage 4.0® (Olympus Optical Co., Hamburgo, Alemania).


Los parámetros histomorfométricos analizados en nuestro estudio fueron los siguientes (Figura 8)86:


BCP (Bone-to-implant contact ratio):


El parámetro BCP corresponde al porcentaje de integración o ratio de contacto óseo, y se define como el hueso en contacto directo con el implante en relación al perimetro total de éste. Se empieza la medida en el hombro de un lado del implante hasta el hombro del lado contrario. Se expresa en forma de porcentaje y se calcula de la siguiente forma:




Hueso periimplantario total (Periimplant bone area):


Para determinar la densidad ósea alrededor del implante se utilizaron en la histometría pequeños rectángulos formados por una línea que une los picos de las roscas de los implantes, y a una distancia de un milímetro de éstas (dimensiones aproximadas del rectángulo: 1 mm x 1,2 mm) (Figura 9); de esta manera, el hueso periimplantario total se define como el área de hueso dentro de los rectángulos dividida entre el área total de tejido en el interior de los mismos (aproximadamente 1.247.227 micras cuadradas) (x 100). En cada implante se determinaron ocho rectángulos y se calcularon la media y el total de las áreas. El resultado final es la media de los porcentajes de hueso de todos los rectángulos alrededor del implante.


Hueso interrosca (Inter-thread bone area):


Se define como el área de hueso dentro de las roscas del implante dividida entre el área total de tejido comprendida en las mismas (el área de cada triángulo interrosca tiene aproximadamente una superficie de 155.993,40 micras cuadradas) (Figura 10). El resultado final se multiplica por 100 y se expresa, como en las variables anteriores, en forma de porcentaje.


Tanto en la zona interrosca como en la periimplantaria se determinó además el porcentaje de tejido conjuntivo, que resulta de restar al área total (100%) el porcentaje correspondiente de tejido óseo. Por tanto, la relación entre hueso y tejido conjuntivo es inversa, es decir, a mayor porcentaje de hueso menor porcentaje de tejido conjuntivo, y viceversa.

Figura 10. Representación de los parámetros de osteointegración determinados en  el estudio histomorfométrico.


Porcentaje de neoformación ósea:

Se define como el área de hueso nuevo formado tras la colocación del implante. Puede ser consecuencia del proceso de remodelado del hueso ya existente, o de la formación de nueva matriz osteoide tras la diferenciación de células preosteoblásticas, que llegan a través de los vasos sanguíneos al lecho alveolar. El hueso neoformado se localiza fundamentalmente entre las roscas de los implantes, aunque también lo encontramos en la zona periimplantaria.



4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO.


Todos los datos se expresan como valor medio ± error estándar de la media (SEM). Para analizar las diferencias entre las distintas variables se utilizó el test de la t de Student (y en su caso el test aproximado de Welch) para muestras apareadas o independientes según procedió. Los cálculos se realizaron con la versión 11.0 del programa SPSS con licencia de la Universidad de Granada (Nº Licencia: 7837432). El nivel de significación estadística se estableció en P<0.05.







Resultados







1. RESULTADOS.

Los resultados obtenidos en los diferentes parámetros histomorfométricos vienen reflejados en la Tabla 3 para la quinta semana, y en la Tabla 4 para la octava semana. La muestra experimental considerada en el estudio es de 12 perros Beagle. Los datos se expresan como valor medio ± error estándar de la media (SEM).


Los implantes control, no recibieron ningún tratamiento, mientras que los implantes empleados en el grupo con melatonina recibieron 2 mg. de melatonina pura Helssin Chemicals®.

Tabla 3. Parámetros histomofométricos en los implantes control y en los tratados con
melatonina tópica cinco semanas después de su colocación.

		Parámetro
histomorfométrico

		Implantes Control
(n=12)

		Implantes - melatonina


(n= 12)



		
BCP (% contacto óseo)

		34.33 ± 2.35




		38.74 ± 3.48



		Hueso periimplantario total (%)

		68.93 ± 3.97 

		70.02 ± 2.05



		Tejido conjuntivo periimplantario (%)




		31.07 ± 3.97

		29.98 ± 2.05



		Hueso interrosca (%)

		64.08 ± 8.68

		72.56 ± 3.62 *



		Tejido conjuntivo interrosca (%)

		35.92 ± 8.68

		27.44 ± 3.62



		Neoformación ósea (%)

		72.53 ± 4.54

		80.48 ± 1.99 *





 * P < 0.05



Tabla 4. Parámetros histomofométricos en los implantes control y en los tratados con
melatonina tópica ocho semanas después de su colocación.

		Parámetro
histomorfométrico

		Implantes Control
(n=12)

		Implantes - melatonina


(n= 12)



		
BCP (% contacto óseo)

		31.47 ± 3.09 




		34.29 ± 2.49



		Hueso periimplantario total (%)

		71.07 ± 1.61 

		71.51 ± 2.19



		Tejido conjuntivo periimplantario (%)




		28.93 ± 1.61

		28.49 ± 2.19



		Hueso interrosca (%)

		80.57 ± 2.28

		82.43 ± 3.87 *



		Tejido conjuntivo interrosca (%)

		19.43 ± 2.28

		17.57 ± 3.87



		Neoformación ósea (%)

		88.09 ± 1.38

		90.71 ± 2.25 *





* P < 0.05


En la tabla se aprecia un aumento significativo en los parámetros de hueso interrosca y neoformación ósea en la quinta y octava semana en los implantes que fueron tratados con melatonina antes de colocarse en el lecho alveolar respecto a los implantes control que no fueron impregnados con ninguna sustancia.

A continuación se detalla gráficamente cada uno de los parámetros histomorfométricos descritos, comparando los valores obtenidos con los implantes del grupo control y los del grupo con melatonina.






1.1 BCP (Bone to implant contact ratio).

Definíamos previamente este parámetro como el hueso en contacto directo con el implante en relación al perimetro total de éste. En la figura 11, se representa con un diagrama de barras, los valores histomorfometricos en los implantes control y en los implantes tratados con melatonina a las cinco  semanas.








Figura 11. Porcentaje de contacto óseo en los implantes control y en los


         implantes tratados con melatonina a las cinco semanas. 


Se observa que en los implantes impregnados previamente con melatonina hay un ligero aumento (no estadísticamente significativo) del ratio de contacto entre el implante y el hueso en comparación a los implantes control que no recibieron tratamiento alguno previamente a su colocación en el lecho óseo.





La figura 12 muestra los resultados del BCP en los implantes control y en los implantes con melatonina a las ocho semanas de su colocación.







 Figura 12. Porcentaje de contacto óseo en los implantes control y en los


          implantes tratados con melatonina a las ocho semanas. 


La gráfica expresa que el BCP de los implantes con melatonina en su superficie aumenta no de una manera significativa en la octava semana, reduciéndose la diferencia con los implantes del grupo control.



1.2 Hueso periimplantario total.

El hueso periimplantario total es, según la definición dada previamente, el área de hueso dentro de los rectángulos de 1,2 mm2 dividida entre el área total de tejido en el interior de los mismos. Estos rectángulos se forman con una línea que une los picos de los implantes y a 1 mm de estos.


La figuras que se detallan a continuación, representan gráficamente los valores de este parametro histomorfométrico a las cinco semanas (Figura 13) y a las ocho (Figura 14).





Figura 13. Hueso periimplantario total en implantes control y tratados con 


         melatonina a las cinco semanas.

La gráfica muestra valores semejantes en este parámetro, si bien, los valores referentes a los implantes tratados con melatonina son ligeramente superiores. El aumento apreciable no es estadísticamente significativo.











           Figura 14. Representación del hueso periimplantario total en implantes control y en

          implantes impregnados de melatonina las ocho semanas de su colocación.

Ambas gráficas poseen semejantes valores, aunque sigue siendo superior en los implantes con melatonina. Esto nos indica que a partir de la octava semana, la melatonina deja de ejercer su efecto osteoinductor. El aumento en los valores de los implantes con melatonina no es significativo estadísticamente.



1.3 Tejido conjuntivo periimplantario.

Este parámetro puede definirse como el porcentaje de tejido conjuntivo contenido en un área 1,2 mm2 resultante de unir los extremos de los implantes y a 1 mm de éstos. Una manera sencilla de obtenerlo es restando a la totalidad del área, el porcentaje de tejido óseo. Los datos de este se detallan a continuación en la figura 15, para los implantes del grupo control y del grupo de melatonina a las cinco semanas. 





Figura 15. Representación del tejido conjuntivo periimplantario a las cinco

semanas en implantes control y con melatonina.

Se muestra en la gráfica cómo el tejido conjuntivo en los implantes tratados con melatonina es inferior a los implantes control esto es debido al efecto osteoinductor de la melatonina, que es capaz de inducir la transformación de tejido conjuntivo a óseo en menos tiempo.





La siguiente imagen (Figura 16) detalla la correlación entre los valores obtenidos en el porcentaje de tejido conjuntivo en los implantes control y aquellos que se impregnaron con melatonina a las cinco semanas.





Figura 16. Valores obtenidos de tejido conjuntivo periimplantario a las ocho
semanas en los implantes control y aquello pertenecientes al grupo de melatonina.


Ambos valores histomorfométricos son semejantes. A las ocho semanas no hay diferencias significativas entre los dos grupos. El implante del grupo control contiene un mayor porcentaje de tejido conjuntivo.



1.4 Hueso interrosca.

Es el cociente entre el hueso definido entre las roscas del implantes y el área total de tejido contenido en las mismas. En la figura 17 se comparan estos valores a las cinco semanas en los dos grupos: control y melatonina.







Figura 17. Formación de hueso interrosca a las cinco semanas en implantes
        del grupo control y del grupo melatonina.

El aumento del hueso interrosca en los implantes con melatonina es estadísticamente significativo a las cinco semanas si lo comparamos con el grupo control. Se puede afirmar que la aplicación de melatonina incrementa significativamente la formación de hueso entre las roscas de los implantes.




La representación de los valores histomorfométricos de hueso interrosca a las ocho semanas se detallan en la siguiente gráfica (Figura 18).







Figura 18.  Diagrama donde se representan los valores obtenidos a las ocho
         semanas de hueso interrosca en los 2 grupos analizados.



El hueso interrosca es superior en los implantes con melatonina, es un aumento estadísticamente significativo que indica que a las ocho semanas después de su aplicación, la melatonina aún sigue ejerciendo su efecto osteoinductor.



1.5 Tejido conjuntivo interrosca.

Es la diferencia que existe de restar a la totalidad del área de 1,2 mm2 (100%), el porcentaje de tejido óseo. Los valores obtenidos de esta sustracción a las cinco semanas en los 2 grupos analizados se representan en la figura 19.





Figura 19. Valores de tejido conjuntivo interrosca obtenidos a las cinco
         semanas en los implantes control y en los implantes tratados con melatonina.


Como el tejido conjuntivo es inversamente proporcional al tejido óseo, se aprecia que éste parámetro es inferior en los implantes con melatonina. Esto indica que la cantidad de tejido óseo en la zona interrosca es superior en los implantes con melatonina.



La siguiente gráfica representa el porcentaje de tejido conjuntivo que se obtuvo a las ocho semanas después de la colocación de los implantes, comparados en ese mismo tiempo con otros implantes que no fueron tratados previamente (Figura 20).





Figura 20. Valores obtenidos a las ocho semanas de tejido conjuntivo interrosca.


El porcentaje de tejido conjuntivo interrosca es un valor inversamente proporcional al porcentaje de tejido óseo. A las ocho semanas, en los implantes a los que se les aplicó melatonina se obtuvieron valores inferiores a los implantes control, demostrando que a las ocho semanas, la melatonina sigue actuando sobre este parámetro.



1.6 Neoformación ósea.

El hueso neoformado se puede localizar fundamentalmente entre las roscas de los implantes, o en la zona periimplantaria. Los datos que se obtuvieron a las cinco semanas aparecen representados gráficamente en la figura 21.








Figura 21. Valores obtenidos en la neoformación ósea a las cinco semanas en


implantes control e implantes con melatonina.

Se aprecia como la formación de hueso nuevo es superior en los implantes con melatonina en comparación a los implantes control. La neoformación ósea es estadísticamente significativa. La melatonina es efectiva en la formación de huevo nuevo.





La figura 22 representa los valores que se obtuvieron para la neoformación ósea después de ocho semanas de las colocación de los implantes control y de los implantes que fueron tratados con melatonina.










Figura 22. Valores de neoformación ósea que se obtuvieron a las ocho semanas.


En azul, los implantes control y en granate, los implantes con melatonina.


A las ocho semanas de su colocación, los implantes con melatonina obtuvieron unos valores más altos de neoformación ósea; este aumento es estadísticamente significativo. En este período de tiempo, se recorta la distancia en los valores que se expresaron en la quinta semana.
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Figura 23. Visión histométrica de una sección sagital de un implante control sin melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del mismo (B) a las cinco semanas de su colocación. 

Las zonas de color blanco corresponden a tejido vascular y conjuntivo (3), las de azul más oscuro a hueso nuevo (2), y las de azul más claro a hueso más maduro (1).

La zona oscura (4) se corresponde con la sección sagital del implante.

Esta imagen refleja los resultados obtenidos en los implantes del grupo control cinco semanas después de la intervención. Podemos apreciar un bajo porcentaje de tejido óseo en contacto con el implante, y una gran cantidad de tejido vascular y conjuntivo, con poca formación de hueso, en la zona periimplantaria.
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Figura 24. Visión histométrica de una sección sagital de un implante control sin melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del mismo (B) a las ocho semanas de su colocación. 




















Figura 25. Visión histométrica de una sección sagital de un implante tratado con melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del mismo (B) a las cinco semanas de su colocación.



















Figura 26. Visión histométrica de una sección sagital de un implante tratado con melatonina (A), y corte histológico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del mismo (B) a las ocho semanas de su colocación.







Discusión








Nos propusimos evaluar los efectos de la melatonina sobre los procesos de osteointegración en implantes dentales en perros de la raza Beagle a las cinco y ocho semanas de su colocación en mandíbula. La elección de perros Beagle como animal de experimentación esta basada en los siguientes hechos:


1. La cresta alveolar de los perros Beagle es muy semejante a la de los humanos.


2. Su manejo es más sencillo y el costo es menor que otras especies de experimentación como primates, ovejas o  cerdos de la raza minipig.


3. Este modelo de experimentación puede proporcionar un volumen óseo muy semejante al del humano, permitiéndonos colocar los implantes para estudio. Esto sería inviable en animales de experimentación más pequeños como la rata o el conejo.


Decidimos usar sólo perros Beagle macho porque las hembras podían alterar los valores histomorfométricos óseos como consecuencia de la secreción de estrógenos, ya que estos tienen una doble función, por un lado, favorecen la osteogénesis al aumentar el número y función de osteoblastos, y por otro lado, inhiben la reabsorción ósea.


Se ha demostrado en otros estudios con perros, que después de las exodoncias, y antes de colocar los implantes, hace falta que pasen aproximadamente ocho semanas de curación con el fin de obtener una correcta cicatrización de los tejidos blandos y una organización estable de los tejidos óseos, obteniendo así una mandíbula edéntula perfecta para la colocación de implantes dentales87,88.

La melatonina es una indolamina cuyos receptores se relacionaban exclusivamente con el sistema nervioso central; sin embargo, actualmente se han descubierto nuevos receptores en estructuras muy distantes de las originarias89. Junto a su capacidad propia como hormona, encontramos otras propiedades como las oncoestáticas y antioxidantes que se pueden emplear para el tratamiento de patologías tan diferentes como la depresión90, el cáncer de próstata y mama91,92 y las enfermedades de Parkinson y Alzheimer92,93. En este sentido, la administración de melatonina podría reducir la incidencia de enfermedades tan prevalentes como el cáncer o las enfermedades neurodegenerativas91,92.


En la cavidad oral, la aplicación de melatonina ha demostrado tener efectos beneficiosos en el tratamiento de la patología periodontal, como coadyuvante de los procesos regenerativos postexodoncia94,95 y como cariostático96. Recientemente se ha publicado un hallazgo que relaciona la melatonina y un aumento de  la secreción de amilasa por parte de la glándula parotídea, ampliando de esta forma, la acción terapéutica de esta hormona en la cavidad oral97. Ya que los ritmos circanuales son capaces de modificar algunos componentes de la saliva, cabe la posibilidad de que la melatonina pueda actuar en varios componentes de la saliva98.


La implantología puede incluirse como una especialidad dentro de la odontología y de la cirugía oral. Es un tratamiento odontológico conocido por la gran mayoría de la población para sustituir dientes ausentes99. Con un millón de implantes colocados anualmente en todo el mundo, se ha convertido en una parte totalmente integrada dentro de la práctica convencional, y que aumenta continuamente el número de profesionales que se dedican a ella100. Podemos decir, basándonos en estudios previos, que el grado de satisfacción en pacientes que han recibido tratamiento con implantes dentales está cercano al 80%, tanto estética como funcionalmente101.


Si hablamos de los implantes dentales, tenemos que referirnos también al concepto de osteointegración, entendiéndolo como una unión bioquímica directa que se establece entre la superficie del implante y el hueso en contacto con él, en ausencia de cualquier otro tipo de unión mecánica. La osteointegración de los implantes dentales es el resultado de la interacción entre la superficie de titanio del implante y los constituyentes celulares y de la matriz del tejido óseo que lo rodea102.  Como se comentó previamente en la introducción, una vez colocado el implante comienza una intensa activad de remodelado donde los componentes del tejido óseo comienzan a interactuar con el óxido de titanio del implante, las trabéculas óseas van aproximándose al implante al igual que los osteocitos y fibroblastos hasta que se fusionan con la capa más externa de la superficie, estableciéndose de esta forma, la unión directa entre ambos componentes. Existen varios trabajos en los que se han evaluado los efectos de las características topográficas y químicas del implante en los procesos de osteointegración; concretamente, las microrrugosidades,  que se mejoraban con el arenado103, el grabado ácido104, también con la administración de plasma rico en factores de crecimiento105. 


La tendencia actual en el estudio de los implantes es la de administrar de forma tópica sustancias que favorezcan la unión entre implante y hueso, tales como factores de 
crecimiento102, proteínas morfogenéticas óseas106 y  hormonas como la melatonina y la hormona de crecimiento107. El futuro de este tratamiento está en la combinación de ambas modalidades; modificar la estructura del implante y acompañarlo de sustancias biológicas que promuevan una formación ósea más rápida y de mayor calidad.


Recientemente se ha visto la posibilidad de combinar dos sustancias que de manera independiente mejoran significativamente los valores histomorfométricos, son la melatonina y el factor II de crecimiento de los fibroblastos108. El factor II facilita la proliferación de osteoblastos in vitro y la reparación ósea in vivo. Los valores que se obtuvieron demuestran que la melatonina de manera independiente induce la formación de hueso, avalando de esta manera nuestros resultados. En el estudio de Takechi y cols. realizado en tibias de ratas, el ratio de contacto entre el implante y en hueso a las cuatro semanas es superior a los valores que obtuvimos; en él, el ratio de contacto implante-hueso es de  57,4 ± 7,4. La aplicación de ambas sustancias simultáneamente es más efectiva que la administración de cualquiera de las dos sustancias mencionadas independientes. 109,110

La diferencia entre los resultados obtenidos puede radicar en el metabolismo óseo, y tenemos que tener en cuenta que en cada especie la formación ósea puede verse modificada por las características intrínsecas de ésta. Por otro lado, el lugar de colocación de los implantes es distinta, tenemos por ello, que la morfología, la cantidad de tejido esponjoso o la cortical difiere de la tibia a la mandíbula. Finalmente, hay estructuras óseas que se afectan con mayor frecuencia en los procesos de reabsorción ósea.

Los resultados obtenidos, demostraron como a las cinco y ocho semanas después de la aplicación de melatonina sobre los implantes dentales se obtuvieron cambios que fueron estadísticamente significativos; de entre todos los parámetros, los más significativos fueron el hueso interrosca y la neoformación ósea, estrechamente relacionados con la formación de hueso nuevo. El resto de parámetros aumentó no de manera significativa, esto se debe a dos razones principalmente:


1. La melatonina es muy efectiva las dos primeras semanas después de su colocación, mejora de manera significativa aquellos valores que no necesitan una formación de hueso nuevo, sino que estimula al hueso existente89.


2. La capacidad osteoinductora de la melatonina es limitada, comienza a decrecer a partir de la quinta semana, excepto para los parámetros que están relacionados con la formación de hueso Si permaneciese de manera continuada esta acción, no habría un efecto terapéutico, sino un efecto oncogénico.




En el estudio de Koyama y cols. realizado en ratones,  se evalúa la capacidad de la melatonina para aumentar la masa ósea. Los resultados obtenidos expresan que la melatonina es capaz de aumentar la masa ósea, sin embargo; no hay un aumento apreciable de los valores histomorfométricos. Este aumento de la masa ósea se debe a la supresión de la reabsorción111.



Una de las aplicaciones de la epidemiología es el estudio de la posible relación causal entre una exposición y un efecto. En este ámbito, encontramos los criterios de causalidad de Bradford-Hill112, el más interesante ante esta situación es el de consistencia y trata de conocer si la asociación entre las dos variables a las que investigamos una posible relación causa-efecto ha sido confirmada por más de un estudio, en poblaciones y circunstancias distintas por autores diferentes. En nuestra situación se ha demostrado en diferentes estudios que la aplicación de melatonina sí es capaz de modificar los parámetros histomorfométricos óseos.


Numerosos trabajos publicados hasta el momento describen el efecto protector de la melatonina en diferentes modelos experimentales de estrés oxidativo23-32

En el grupo de perros al que se le aplicó melatonina tópica en las heridas alveolares, se  apreció cómo la melatonina redujo significativamente los elevados niveles de peroxidación lipídica del grupo control un día después de las exodoncias, incluso ligeramente por debajo de los valores basales. Otros autores que demuestran que la melatonina es capaz de reducir eficazmente in vivo la peroxidación de los lípidos113. Yamamoto y Tang114 refieren que la melatonina previene la peroxidación lipídica inducida por cianuro en ratones. Del mismo modo, el pretratamiento con esta indolamina redujo la formación de malonildialdehído, un indicador de peroxidación lipídica, en animales con otitis media, donde existía, como en nuestro trabajo, una respuesta inflamatoria de base115. Además, según Gitto y cols. la melatonina aumenta la acción protectora de otros antioxidantes como vitamina E, vitamina C y GSH contra la oxidación de las grasas poliinsaturadas mediada por radicales libres, incrementando claramente su eficacia116. Cuando se comparan bajo condiciones de alto estrés oxidativo in vivo, la melatonina resulta superior a las vitaminas C y E en la reducción del daño oxidativo29, algo que también ha sido demostrado in vitro117.



Las acciones de la melatonina a nivel óseo no sólo serían aplicables en el campo de la implantología oral, sino también en otros procesos odontológicos como la enfermedad periodontal, que sabemos que cursa con una progresiva pérdida ósea en sus fases más avanzadas. Además, estudios recientes han relacionado la enfermedad periodontal con alteraciones en el complejo OPG/RANK/RANKL. Liu y cols..118 han demostrado que el ratio RANKL con respecto a OPG está incrementado a favor del primero en pacientes con periodontitis, encontrándose valores de mRNA de RANKL muy elevados en pacientes con enfermedad periodontal avanzada, a la vez que la expresión del mRNA de OPG está muy disminuida con respecto a sujetos sanos. De esta forma, la inhibición en el proceso de osteoclastogénesis ejercida por la melatonina, podría complementar su acción antioxidante a nivel periodontal.


Por todo lo mencionado anteriormente, podemos concluir diciendo que el tratamiento implantológico se ha convertido en una opción terapéutica muy demandada y con muy buenos resultados. La aplicación de melatonina, sola o combinada con otras sustancias mejora la osteointegración.












Conclusiones








Una vez formulados los objetivos y analizados los resultados de la investigación procedemos a exponer cuáles han sido las conclusiones obtenidas:

1. La administración de melatonina sobre los implantes dentales favorece la osteointegración de éstos, a las cinco y ocho semanas de su colocación en perros Beagle.


2. La melatonina ejerce un efecto osteogénico a las cinco y ocho semanas de su aplicación, mejorando aquellos parámetros histomorfométricos en áreas donde se necesita la formación de hueso nuevo, como son la zona periimplantaria y la porción interrosca del implante.


3. La melatonina, es una hormona que se ha empleado para el tratamiento de patologías muy diferentes de las odontológicas. Hoy podemos afirmar, que la melatonina puede emplearse como agente terapéutico también, a nivel de la cavidad oral; esto es debido a sus excelentes propiedades osteoinductoras y antioxidantes que hacen de esta hormona un agente perfecto para usarse en los tratamientos implantológicos y dentales.
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