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INTRODUCCION

1. RADICALES LIBRES Y ESTRES OXIDATIVO

1.1. CONCEPTO DE RADICAL LIBRE.

Los radicales libres son especies quimicas neutras o con carga cuya cubierta externa
contiene un electron desapareado’. Para alcanzar la estabilidad molecular los radicales libres
tienden a reaccionar avidamente con otras moléculas cercanas, cediendo o captando un
electron para compensar ese orbital incompleto, pero a expensas de desestabilizar la
configuracion electronica de las moléculas con las que reaccionan, convirtiéndolas a su vez
en especies reactivas y pudiendo desencadenar reacciones en cadena’. Los radicales o
prorradicales mas abundantes y reactivos en los sistemas bioldgicos son el oxigeno molecular
(O2) y los productos derivados de su reduccion incompleta, como el anién superoxido (Oy7°),
el peroxido de hidrogeno (H,0O,) y el radical hidroxilo (HO¢). Por lo tanto, los radicales libres
derivados del oxigeno (“Reactive Oxygen Species”-ROS, o Especies Reactivas de Oxigeno)
son un tipo concreto de radicales libres formados a partir del oxigeno. Pero existen otros
muchos radicales libres que se forman a partir de otras moléculas distintas como el carbono,
el nitrégeno, etc. De igual manera se habla por tanto de “Reactive Nitrogen Species” (RNS) o
Especies Reactivas de Nitrégeno, como son el 6xido nitrico (NO¢) y los peroxinitritos

(ONOO™).
1.2. ORIGEN DE LA PRODUCCION DE RADICALES LIBRES.

Los radicales libres pueden proceder de fuentes metabdlicas endogenas o de

agresiones oxidativas externas.
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La mitocondria constituye la principal fuente enddgena de radicales libres. Su
formacion tiene lugar a nivel de la cadena de transporte de electrones, que es la ultima etapa
en la 6xido-reduccion celular que cursa con la produccion de protones de alta energia, cuyo
paso a través de la membrana mitocondrial interna genera un gradiente eléctrico que aporta la
energia necesaria para formar adenosin trifosfato (ATP). En este proceso de fosforilacion
oxidativa el oxigeno actia como aceptor final de electrones, adquiriendo en mas del 95% de
estas reacciones un total de 4 electrones con produccion de 2 moléculas de agua. En esta
reduccion del oxigeno pueden ocurrir pasos intermedios con el resultado de la formacion de
anion superdxido (Oy7*), peroxido de hidrogeno (H,0O,) y radical hidroxilo (HO¢). Ademas,
entre los sustratos iniciales y la generacion de energia al final del proceso, se forman varias
moléculas con diferente grado de oxidacion. Algunas de ellas pueden entregar 1 6 2
electrones al oxigeno y producir intermediarios parcialmente reducidos™:

» O,+te >0y

®» 0,7+ ¢ — H,0,
®» H,0,+ e — HO-
®» HO-+ ¢ — H,0O

Otras fuentes de radicales libres son los peroxisomas, organelas del citosol muy ricas en
oxidasas y que generan H,O,, el cual es depurado por enzimas especificas (catalasas) y

5
transformado en agua’.

La sintesis de prostaglandinas tras la activacion del metabolismo del acido araquidénico

en los procesos inflamatorios normalmente implica la produccion de HOe como
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consecuencia de la actividad ciclooxigenasa; estos radicales participan en la cascada del
acido araquidonico, inhibiendo la propia ciclooxigenasa por una retroalimentacion negativa,
y favoreciendo por tanto la ruta metabolica pro-agregante del tromboxano A, frente a la ruta

antiagregante y vasodilatadora de la prostaciclina®.

Los leucocitos polimorfonucleares constituyen una fuente importante de radicales libres
cuando se activan por diversas proteinas que actian especificamente sobre ellos
(complemento, interleukinas, etc.). Estas células poseen en su membrana celular la enzima
NADPH oxidasa, que cataliza la reduccion de oxigeno a O;7*, lo que resulta en la produccion
de H,O,. Ambos agentes oxidantes participaran en la produccion de HOe y en la liberacion
de hipoclorito y cloraminas como mecanismo defensivo antimicrobiano frente a agentes
patdgenos. Esta situacion se produce en todos los procesos inflamatorios’™.

La enzima xantina deshidrogenasa predomina en los endotelios. Normalmente se encarga

de la oxidacion citosolica de hipoxantina y xantina hasta acido trico (isquemia, estimulacion

, o ., , ., roi 10
del calcio, etc.) con la consiguiente reduccion de oxigeno en anidn superdxido .

Como fuentes exdgenas de daio oxidativo destacan:
» Los ataques externos por radiaciones ionizantes (rayos X y rayos v).
» El aumento en la disponibilidad de metales de transicion como ocurre en algunas
enfermedades metabdlicas (hemocromatosis y enfermedad de Wilson) o en los

procesos inflamatorios.
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» Laaccion de farmacos (algunos anestésicos generales, antineoplasicos) con capacidad
de generar O™ por accidon enzimatica a través de la oxidorreduccion ciclica de
flavoproteinas.

> El exceso en la concentracion de O,, o los procesos en los que concurran fenomenos

de isquemia-reperfusion, como ocurre en ciertas cirugias.

1.3. SISTEMAS DE PROTECCION FRENTE A RADICALES LIBRES.

Como se ha expuesto anteriormente, la formacién de ROS es inherente al funcionamiento de
los organismos. Este es el motivo por el cual es necesario controlar la formacion de radicales
libres. Las células presentan sistemas de defensa antioxidante (Tabla 1), cuya finalidad es
proteger a las moléculas del dafio producido por los radicales libres'' .

Los antioxidantes son moléculas que protegen a las células de los efectos daiiinos de los
radicales libres toxicos. Asimismo, ejercen su funcion de diferentes maneras, entre ellas
metabolizando enzimaticamente los productos que pueden generar radicales libres.

El primero de estos sistemas de proteccion se basa en un sistema enzimdatico de defensa
especifico y variado, presente en el sitio de produccion de los radicales, que los mantiene a
bajas concentraciones. Este grupo de enzimas incluye la superdxido dismutasa (SOD), la
catalasa (CAT), la glutation peroxidasa (GPx), la glutation reductasa (GRd) y la glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH). Estas enzimas previenen el dafio oxidativo metabolizando
los radicales libres toxicos producidos como consecuencia del metabolismo respiratorio

normal o durante el estrés oxidativo. Estas enzimas se interrelacionan entre si como se

muestra a continuacion (Figura 1).
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TABLA 1. Sistemas de defensa antioxidante.

Enzimaticos No enzimaticos
» Superédxido dismutasa (SOD) Quelantes de iones metalicos:
» Catalasa (CAT) » Ferritina
» Glutation peroxidasa (GPx) » Transferrina
» Glutation reductasa (GRd) » Lactoferrina
» Glucosa-6-P-deshidrogenasa (G6PDH) > Ceruloplasmina
» Albumina
Depuradores ROS:

» Melatonina
a-tocoferol
[-carotenos
Acido urico

Acido ascorbico

YV V V V VY

Glutation

Superoéxido dismutasa (SOD).

La SOD fue la primera enzima de la cual se conocié que actuaba sobre un radical libre. Su
descubrimiento en 1968 por McCord y Fridovich, constituyé una prueba de la existencia de
estos radicales en los organismos vivos'”.

La SOD acelera considerablemente la dismutacion del i6n superdxido en perdxido de
hidrogeno; su accion debe ir acoplada a la de catalasas/peroxidasas para evitar la
acumulacion de H,O,. Hay cuatro metaloformas de la SOD, dos contienen Cu*" y Zn2+, una
contiene Mn”" y otra Fe*". Una de las formas de CuZn-SOD es comun en el citosol de las
células eucariotas'®, mientras que la otra se localiza en el fluido extracelular'’. La forma

-7-
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. 2+ . . . . . .
dependiente de Mn“" se localiza en la matriz mitocondrial, mientras que las bacterias

aerobicas son la fuente de SOD dependiente de Fe*".'®

Catalasa (CAT).

Descrita por Loew en 190118, cataliza la conversion del H,O; en H,O y O,. Estd ampliamente
distribuida en las células de los organismos aerobicos. En mamiferos la CAT se sintetiza en
la mayoria de las células. A nivel subcelular, el 80% de la actividad CAT se localiza en los
peroxisomas y el 20% restante en el citosol. Las mitocondrias no poseen catalasa, lo cual
juega un papel decisivo para la absoluta dependencia de esta organela de la maquinaria

enzimatica dependiente de glutation (glutation peroxidasa y glutation reductasa).

Glutation Peroxidasa (GPx).

Se han descrito dos formas de GPx: una dependiente de selenio (Se), que se localiza tanto en
el citosol (70%) como en la mitocondria (30%), y otra Se-independiente, que se localiza
fundamentalmente en el citosol, aunque muchos autores describen su presencia también en la
mitocondria. El H,O, sélo es neutralizado por la forma Se-dependiente, mientras que los
peroxidos organicos son neutralizados por ambas formas. La GPx degrada la mayor parte del
H,0, formado; de hecho, es la unica enzima en la mitocondria capaz de eliminarlo. La GPx

utiliza glutation reducido (GSH) para convertir el H,O, en agua y glutation oxidado

(GSSG)"**°,
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Glutation Reductasa (GRd).

Descrita por primera vez en higado de mamiferos por Hopkins y Elliot”, la GRd cataliza la
reduccion del GSSG, utilizando como cofactor NADPH. Esta enzima forma junto con la GPx
el conjunto de la maquinaria antioxidante dependiente de glutation. Dicho sistema trabaja de
forma ciclica, es decir, el GSH que oxida la GPx para neutralizar el H,O,, es a su vez
reducido de nuevo por la GRd. Al igual que la GPx, la GRd aparece tanto en el citosol como

en la mitocondria.

La regulaciéon de este sistema es de vital importancia para el mantenimiento de la
homeostasis celular, ya que el GSH constituye cuantitativamente el principal antioxidante
endogeno de la célula, pero en este caso de caricter no enzimatico. Reacciona con
componentes toxicos para formar conjugados o productos que se eliminan de la célula. Por
tanto, juega un papel fundamental en la proteccion de la misma frente al ataque oxidativo, ya
sea por radicales libres, peroxidos u otros agentes nocivos como las radiaciones. El GSH
tiene ademds otra serie de funciones importantes como participar en la regulacion de la
sintesis de proteinas y de la proliferacion celular, y modular la actividad de otras enzimas en

1.1.22-24
la célula .

Glucosa-6-fosfato deshidrogenada (G6PDH).
La oxidacioén directa de la glucosa-6-fosfato por esta enzima se demostrd por primera vez en
6

1936,% aunque la enzima no fue purificada hasta 25 afios después’.

La G6PDH esta ampliamente distribuida en las células de mamiferos y juega un papel
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importante en los mecanismos de defensa antioxidante, ya que se trata de una fuente de
NADPH (dinucleotido de nicotinamida y de adenina fosfato reducido), el cual, es utilizado a
su vez por otra enzima antioxidante, la GRd. Pero ademas, indirectamente, el NADPH esta
implicado en numerosas funciones celulares que indirectamente contribuyen al equilibrio

redox celular.

FIGURA 1. Sistema enzimatico de defensa antioxidante.

e _ SODb CAT
02 02 L4 Hzoz—' H20 + 02
GSH NADP*
GPx
GRd G6PDH
H,0 GSSG NADPH + H*

Aparte de la eliminacién enzimatica de ROS, hay otros mecanismos utilizados por los
organismos para protegerse del dafio oxidativo.

Los iones de metales de transicion, principalmente hierro y cobre, participan en reacciones
con diferentes ROS?, y es frecuente que estas reacciones lleven a la aparicion de especies
altamente reactivas a partir de otras que lo son menos.

2+/3+ . . :
no estd generalmente disponible para

Cuando se encuentra unido a proteinas, el Fe
promover la generacion de radicales libres. Las proteinas de almacenamiento y transporte de
hierro, como son la ferritina y transferrina, se consideran generalmente como parte del

mecanismo de defensa antioxidante del organismo™ .

-10-
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El cobre en plasma estd también unido a proteinas, por ejemplo la ceruloplasmina®, y en
menor medida a histidina, pequefios péptidos y albumina.

Este "secuestro" de iones de metales de transicion reactivos ayuda a reducir la generacion de
radicales altamente reactivos por diferentes reacciones. Hay ocasiones, sin embargo, en que
la cantidad de iones metalicos sobrepasa la capacidad de transporte de estas moléculas para

unirlos™®.

Ademas de los sistemas enzimaticos de eliminacion de ROS y el secuestro de metales de
transicion para frenar la produccion de oxidantes, existen una serie de moléculas que
eliminan los radicales libres una vez que se han producido. Estos compuestos constituyen la
segunda linea de defensa enddgena. Existe una gran variedad de moléculas que actian como
antioxidantes, lo que hace que tengan gran interés por su potencial utilidad, por ejemplo, para
promover un envejecimiento mas saludable y prevenir enfermedades asociadas al mismo. Sin
la presencia de estos depuradores de radicales libres, en situaciones donde la acumulacion de
ROS en el organismo aumenta (estrés oxidativo, envejecimiento, etc.), el resto de sistemas
antioxidantes quedaria bloqueado por un exceso o saturacion de radicales libres por depurar,
los cuales incluso dafian partes susceptibles a la oxidacion de la estructura de la propia
magquinaria antioxidante®' >,

Algunos de los depuradores de radicales libres mas conocidos son el tocoferol, el ascorbato,

el manitol, el glutation y el 4cido urico. Dentro de este grupo de compuestos se encuentra

también la melatonina, con unas caracteristicas especiales (ver mas adelante) que convierten

-11-
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: : . o L3435
esta indolamina en uno de los mas potentes y completos antioxidantes conocidos™°, con

: L - . : 36,37
importantes aplicaciones clinicas a nivel de la cavidad oral™".

1.4. CONCEPTO DE ESTRES OXIDATIVO.

A pesar del papel fisiologico que desempefian algunos radicales libres, también pueden dar
lugar a reacciones de oxidacion indeseadas. La formacion de cierta tasa de radicales libres es
un proceso normal e inevitable, ya que son producto de infinidad de reacciones quimicas
imprescindibles para la vida celular’®. Estas especies tan reactivas, no causan dafio oxidativo
en condiciones normales debido a que la célula esta provista de gran cantidad de mecanismos
antioxidantes™”.
Cuando se produce un desequilibrio entre sustancias prooxidantes y antioxidantes a favor de
las primeras, el resultado es un dafo oxidativo, que puede afectar a diversas moléculas, y que
puede reflejarse en sus funciones fisioldgicas.
El estrés oxidativo se define como una alteracion del equilibrio entre las especies
prooxidantes y las antioxidantes, a favor de las primeras™. Por tanto, el estrés oxidativo
puede originarse por:

e un exceso de sustancias prooxidantes,

e una deficiencia de agentes antioxidantes,

e 0 por ambos factores a la vez.
Las células pueden adaptarse a un incremento del estrés oxidativo hasta cierto punto,
especialmente si este incremento se produce de forma progresiva. Sin embargo, puede llegar

un momento en el que la situacion oxidativa sea excesiva y conduzca al dano y la muerte

-12-
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celular. No obstante, las consecuencias patologicas dependerdan del tipo de constituyente

celular que se vea dafiado y de la progresion del ataque.

1.5. FISIOPATOLOGIA DEL DANO BIOLOGICO MEDIADO POR
ESTRES OXIDATIVO.

En 1954 una investigadora argentina, Rebeca Gerschman, sugirié6 por primera vez que los
radicales libres eran agentes toxicos y generadores de enfermedades®.

El mecanismo fisiopatolégico nocivo que puede provocar el estrés oxidativo en los sistemas
bioldgicos deriva de la capacidad que tienen los radicales libres de atacar y reaccionar con
componentes moleculares de estructuras celulares como son los lipidos, las proteinas

estructurales y enzimaticas, los carbohidratos y los dcidos nucleicos.

El dafo oxidativo a las proteinas se produce a través de la oxidacion de los aminoacidos
(fenilalanina, tirosina, triptofano, histidina y metionina), y como consecuencia se forman
entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de la proteina y formacion de grupos
carbonilos que impiden el normal desarrollo de sus funciones (transportadores idnicos de
membranas, receptores y mensajeros celulares, enzimas que regulan el metabolismo celular,
etc.)41’42.

Otra molécula que es danada por los radicales libres es el acido desoxirribonucleico (ADN);
el dafio a los 4cidos nucleicos produce bases modificadas, lo cual tiene serias consecuencias
en el desarrollo de mutaciones y carcinogénesis por una parte, o la pérdida de expresion por

N . 43,44
dafo al gen especifico por otra™™".

13-
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Los glacidos reaccionan con facilidad con los radicales hidroxilo (HO¢). Los monosacaridos
y disacéridos resisten la accion de los radicales libres de oxigeno. La glucosa constituye un
captador del radical superoxido, al retenerlo e impedir su accién sobre otras moléculas. La
manosa y el manitol son eliminadores del HOs. Por ello, se ha observado que diversos
polisacaridos actiian como agentes protectores celulares™.

El dafio oxidativo a los glucidos reviste importancia cuando se trata de polisacaridos de
funcién estructural, ya que los polisacaridos son despolimerizados por los radicales libres
dando lugar a procesos degenerativos®®. Un caso especial es el del 4cido hialurdnico, cuya
funcién estructural reside en mantener la viscosidad del fluido sinovial. La exposicion a
agentes oxidantes (sobre todo O, *) provoca su fragmentacion, lo que conduce a la
desestabilizacion del tejido conectivo y a la pérdida de viscosidad del fluido sinovial, como
sucede en el caso de la artritis reumatoide’’. Se ha observado que la SOD es capaz de
proteger frente a la despolimerizaciéon del 4cido hialurénico en el liquido sinovial®®. Los
proteoglicanos estan sujetos a rotura oxidativa de forma similar®’.

Los lipidos, sobre todo los acidos grasos poliinsaturados, son las biomoléculas mas
susceptibles de ser atacadas por radicales libres®. El proceso de ataque oxidativo a los lipidos
se denomina peroxidacion lipidica (LPO).

La peroxidacion de los lipidos que forman parte de las membranas celulares conduce al
deterioro oxidativo de los acidos grasos poliinsaturados que las componen. Cuando se extrae
un atomo de hidrogeno de uno de los grupos —CH- de la cadena carbonada dejando un
electron no apareado en el atomo de carbono, este radical de carbono se convierte en una

molécula altamente reactiva que se combina rapidamente con el oxigeno para dar lugar a

-14-
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radicales peroxilo (COOe). Estos, a su vez, son capaces de combinarse con atomos de
hidrogeno de otros 4cidos grasos, iniciando reacciones en cadena que pueden continuar hasta

que los 4cidos grasos de la membrana hayan sido completamente oxidados a hidroperdxidos

(Figura 2)™.

a) Ataque oxidative a un dcido graso insaturado.

.
I\\.q__ -—ll'I XH
CH= CH- G i=CH 44 CH= CHHCH —CH=CH
.'(' l\'\.
s 4
CH —(I=CE—CH=CH CH= CH CH—CH (H
b) Formacién de un radical peréxido, COO".
0O
-\ 0-0'
I
—CH'— —»= —CH—
c) Propagacidn de la reaccidn.

0-0" 0-0H

R-CH— + R-CH— —= R-CH- + R -CH—

FIGURA 2. Mecanismo de la peroxidacion lipidica.

Estas modificaciones en la estructura de la membrana celular provocan cambios en sus
propiedades fisicoquimicas, con aumento de su permeabilidad y pérdida progresiva de sus

funciones, que puede llevar a la consiguiente MUERTE CELULAR’'.
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La medida del grado de lipoperoxidacion de las membranas celulares es considerado un
parametro muy sensible y un indicador directo del estrés oxidativo en determinados eventos.
Para determinar la peroxidacion lipidica cuantificamos los productos de descomposicion de
los perdxidos derivados de los acidos grasos poliinsaturados y sus ésteres relacionados. Dos
de estos productos son el malonildialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE).

La relacion entre los radicales libres y la modificacion de los acidos grasos poliinsaturados se
ha demostrado en diversos fendmenos, y la tendencia ha sido considerar a los productos de la
lipoperoxidacion, como marcadores mas que como activadores del dafio oxidativo. Diversas
investigaciones sobre la relevancia bioldgica de estos productos han demostrado que también
producen potentes efectos biologicos. Sandstrom ef al. han demostrado que los
lipohidroperéxidos son capaces por si mismos de inducir la muerte celular, en concreto

.. . . , )
cuando la actividad antioxidante intracelular esta reducida™.

1.6. RADICALES LIBRES E INFLAMACION.

Numerosos estudios clinicos y experimentales sugieren que el estrés oxidativo juega un papel
fundamental en la patogénesis de un gran numero de enfermedades inflamatorias,
participando también en los mecanismos moleculares que ayudan a controlar la inflamacion.
Ademas, en aquellos casos en que la inflamacion sobrepasa los limites fisioldgicos normales
de un mecanismo defensivo, ROS y RNS actian como mediadores del dafio celular y tisular

ocasionado por el proceso inflamatorio’>.

En un proceso inflamatorio los leucocitos polimorfonucleares (PMN) activan la produccion

de especies reactivas de oxigeno a través de la enzima NADPH oxidasa asociada a su

-16-
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membrana celular. Este mecanismo de activacion alin no estd del todo esclarecido, pero se
piensa que esta relacionado con la sintesis de metabolitos del 4cido araquidonico y de otras
moléculas que median la migracion y adhesion de leucocitos polimorfonucleares al endotelio
vascular’. De tal forma, los polimorfonucleares y el endotelio activado, ademas de generar
ROS producen agentes proinflamatorios como son los leucotrienos y prostanoides derivados
del 4cido araquidonico, el factor activador de plaquetas y las interleuquinas™.

Las ROS producen a su vez la peroxidacion de los lipidos de membrana, factor que es
determinante en el mecanismo del dafio endotelial. Asimismo, se producen modificaciones de
las proteinas (enzimas, receptores de membrana, proteinas formadoras de canales) asociadas
a estos lipidos, lo que provoca trastornos de los sistemas de transporte con aumento de la
permeabilidad para algunos elementos que, como el calcio, producen activacion de la
fosfolipasa A2°°. Esta tultima, bajo la influencia de una serie de estimulos fisologicos o
patoldgicos, provoca la liberacion del acido araquidonico de los fosfolipidos de la membrana

celular.

El 4cido araquidoénico libre es precursor de la sintesis de compuestos de gran actividad
bioldgica, dentro de los cuales se encuentran las prostaglandinas y los tromboxanos que se
obtienen en la via metabdlica de la ciclooxigenasa, y los leucotrienos y lipoxinas obtenidas
bajo la accion de las lipooxigenasas. Se ha demostrado recientemente un tercer mecanismo
que conlleva a la peroxidacidon no enzimatica del 4cido araquidonico por radicales libres del
oxigeno dando lugar a la formacion de lipidos muy quimiotacticos. El anion superdxido y los

. . . . . ., 57
radicales hidroxilo son al parecer los radicales activos de esta conversion™'.
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Se sabe ademas que existen reacciones del metabolismo del 4cido araquidonico que generan
ain mas ROS. Por ejemplo, se conoce que los polimorfonucleares neutr6filos humanos
responden a la administracion de lipoxinas formando el anidon superoxido, asi como en la
accion de la prostaglandina sintetasa, donde se producen también radicales libres™. Todos
estos hechos sustentan que las acciones a nivel celular de la inflamacion estdn mediadas por
la participacién de ROS , tanto en la liberacion del acido araquidonico, como en la mayor
cantidad de estas especies reactivas durante su metabolismo, lo que agudiza e incrementa el

dano tisular.

De manera independiente y simultanea con el proceso inflamatorio se produce un aumento en
la sintesis de NOe¢ por induccion de la Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS). La
sobreproducciéon de NOe determina su reaccidon, mediada por difusion, con el anion
superoxido, dando lugar a peroxinitritos (ONOQO"), especie altamente reactiva capaz de
oxidar y nitrar componentes celulares y tisulares, tales como los residuos de tirosina de las
proteinas celulares y plasmaticas, ADN, lipidos o enzimas criticas del metabolismo
intermediario. Asi, estd bien documentado el dafio estructural y funcional a nivel
mitocondrial, que se torna irreversible debido a oxidacion y nitracion de componentes
mitocondriales. El ONOO™ también oxida y produce depleccion de antioxidantes endogenos
tales como ascorbato, glutation y superdxido dismutasa. La presencia de ONOO™ y otras
especies reactivas derivadas del nitrogeno nos lleva a ampliar el concepto clasico de estrés

oxidativo al de estrés nitrosativo. En esta situacion, predomina la formacion de estas
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especies reactivas de nitrogeno (RNS) sobre los mecanismos detoxificadores intracelulares y

plasméticos, lo que conlleva dafio celular y tisular™.

El estrés oxidativo y nitrosativo perpetiian y cronifican el proceso inflamatorio por diferentes
mecanismos. Las ROS y RNS tienen efectos quimiotacticos, ya que favorecen el
reclutamiento de neutrofilos. Ademas, las moléculas mediadoras de estrés oxidativo se
constituyen también en mensajeros intracelulares para la transduccion de sefiales del proceso
inflamatorio. Asi, el factor nuclear kappa B (NFkB) activado por estos mensajeros
secundarios migra al nucleo donde selectivamente estimula la transcripcion de al menos un
centenar de genes, entre los que se encuentran aquellos que codifican para proteinas
especificas de la inflamacioén. El NFkB induce la transcripcion de genes que amplifican la
respuesta inflamatoria como los de la interleuquina-2 (IL-2), la interleuquina-6 (IL-6), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a), ¢ iNOS®. También hay evidencias de que NFkB actua
como regulador en la transcripcion de genes de moléculas de adhesion leucocitaria como E-
selectina, [ICAM-1y VCAM-1, que agudizaran o perpetuaran el proceso inflamatorio®'. Otros
de los genes regulados por el NFkB son los que codifican para enzimas antioxidantes, como
la SOD, CAT, GPx y GRd. Por tanto, al mismo tiempo que el NFkB induce proteinas
proinflamatorias para luchar contra el proceso infeccioso, induce la activacion del sistema
endogeno de defensa antioxidante, en un intento de prevenir el efecto negativo derivado del

aumento de ROS/RNS a consecuencia de su primer efecto.
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1.7. RADICALES LIBRES Y PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS.

Numerosas investigaciones han puesto de manifiesto que los procedimientos quirurgicos
estan asociados con un incremento del estrés oxidativo como consecuencia

fundamentalmente de un aumento en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)®.

Aunque los conocimientos bibliograficos actuales no establecen una clara conexiéon entre

estrés quirargico y estrés oxidativo, si existen varios hechos que conviene destacar:

e El acto quirtrgico per se es responsable de una serie de cambios tanto locales como
generales en el organismo. Ante una intervencién quirurgica se pone en marcha una
respuesta neurohormonal en donde diversas hormonas y mediadores celulares aumentan
la glicolisis, gluconeogénesis, proteolisis y lipolisis, lo que determina un estado
hipercatabdlico como respuesta a la agresion quirtirgica. Como resultado de todas estas
reacciones metabdlicas se produce una estimulacion de la cadena de transporte
electronico mitocondrial y un aumento en la sintesis de especies reactivas de oxigeno
derivadas del metabolismo®.

e La activacion de los leucocitos y la liberacion de citokinas proinflamatorias originan una
respuesta inflamatoria local y sistémica con importantes estimulos generadores de
radicales libres®,

e La reperfusion de tejidos isquémicos en determinadas cirugias (adrtica, cardiaca,
transplantes) provoca una serie de cambios bioquimicos y celulares en el endotelio
vascular que culminan en la adhesion y el secuestro de neutréfilos en el tejido
reperfundido. La activaciéon de estos neutrédfilos, la produccion de radicales libres, la

liberacion de proteasas y la lipoperoxidacion de las membranas celulares produce un
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importante dafio tisular que se puede mantener hasta 48 horas después del inicio del

denominado sindrome de isquemia / reperfusion®.

e La translocaciéon de metales de transicion de sus lugares de deposito, particularmente
hierro y cobre, que veiamos anteriormente que participaban en reacciones con diferentes
ROS, también conduce a un aumento en la produccion de radicales libres. Otros
elementos como el zinc, cuya disminucion se ha documentado reiteradamente en ciertas
cirugias, son cofactores de un gran nimero de enzimas antioxidantes como la superoxido
dismutasa (SOD) y son necesarios en el periodo de recuperacion postquirurgica, pues
interviene en los procesos de mitosis y proliferacién celular®.

Diversas investigaciones han constatado un aumento en la produccion de radicales libres
como consecuencia de la realizacion de intervenciones quirurgicas. Asi, algunos autores han
observado un aumento del estrés oxidativo con valores aumentados de MDA, junto con un
descenso en la actividad de la SOD, en pacientes que han sido sometidos a transplante
cardiaco o a cirugia de bypass coronario™’’. Varios estudios han referido igualmente un
incremento en los productos derivados de la peroxidacion lipidica en el periodo
postoperatorio inmediato tras una cirugia oncologica’".

Dentro del campo de la odontologia existen pocas referencias expresas en la literatura

cientifica que aludan al papel de los radicales libres y el estrés oxidativo especificamente en

los procedimientos quirirgicos orales. Aghabeigi et al. encontraron elevados niveles de
nitritos ( NO;™ ) (estimacion indirecta de la produccion de 6xido nitrico) tras una cirugia
aspirativa de ATM, tanto en pacientes sintomaticos como asintomaticos’>. Minczykowski et

al. refieren una disminucién de los niveles de H,O, y O, tras la remocion quirurgica de un
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granuloma crénico periapical con un importante infiltrado inflamatorio con predomino de

: . 73
polimorfonucleares neutrofilos’”.

1.8. RADICALES LIBRES Y CAVIDAD ORAL.

Los radicales libres han sido relacionados con la fisiopatologia de diversos procesos que
afectan a la cavidad oral’*".

Especialmente notable es la participacion de las especies reactivas de oxigeno en la
etiopatogenia de la enfermedad periodontal’”®. Se ha demostrado que en pacientes con
periodontitis rapidamente progresiva, los polimorfonucleares neutréfilos (PMN) estan
activados funcionalmente y producen elevados niveles de O»*~.”” A su vez, se ha observado
un aumento de la respuesta oxidativa de los PMN periféricos en pacientes con periodontitis
juvenil localizada y generalizada, asi como en pacientes con periodontitis del adulto. Este
incremento de la respuesta oxidativa se ha relacionado con el estatus clinico periodontal del
paciente’®. De la misma forma, estudios en células epiteliales gingivales en cultivo han
mostrado que los PMN pueden provocar la lisis de éstas a través de la accion de la
mieloperoxidasa, una enzima leucocitaria generadora de especies reactivas de oxigeno’". Su
actividad se ha visto aumentada en el fluido gingival crevicular de dientes con gingivitis y

periodontitis con respecto a los dientes sanos.

Todos estos datos sugieren que en la enfermedad periodontal, los factores etiologicos
generales rebasan la capacidad de accion de los sistemas fisioldgicos de inhibicion del estrés
oxidativo, creando un bajo nivel de proteccion antioxidante de los tejidos periodontales. En

estas condiciones, los factores locales conducen a la migracion de neutréfilos hacia el tejido y
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el fluido gingival. La activacion de estos leucocitos durante la fagocitosis provoca la
liberacion de ROS, lo que conduce al desencadenamiento de la peroxidacion lipidica de los
tejidos blandos del periodonto y a la activacion de proteasas. Esta peroxidacion lipidica
constituye el mecanismo que desencadena el desarrollo de cambios morfofuncionales en el
periodonto y sus vasos, lo cual resulta en destruccion del colageno y reabsorcién dsea®. Por
todo esto, se ha planteado que los factores que promueven una ruptura del sistema fisiologico
antioxidante en la cavidad oral, contribuyen al desarrollo de mecanismos peroxidativos que

inician la periodontitis.

Las RNS juegan también un papel importante en la fisiopatologia de los procesos orales.
Varios estudios sefnalan al 6xido nitrico y otras RNS como mediadores fisiologicos y
protectores de la mucosa oral en condiciones normales, ya que tanto la 6xido nitrico sintasa
constitutiva (¢ctNOS) como la inducible (iNOS) se expresan basalmente en las células del
tejido gingival, del epitelio de la mucosa oral, y en los conductos de las glandulas

. 74,81
salivales’™

. En este sentido, Slomiany et al. encontraron una reduccion en la actividad de la
cNOS en pacientes con ulceraciones de la mucosa oral inducidas por AINES en comparacion
con sujetos normales control®’. Lohinai ef al. defienden también el papel protector de una
cierta tasa basal de RNS, ya que pacientes con enfermedad granulomatosa crénica con una
deficiencia de NADPH oxidasa asociada exhibieron formas mas agresivas de periodontitis y

estomatitis debido a una insuficiente produccién de anién superdxido y por tanto de

o Ly . .o 81
peroxinitritos con funcidn antibacteriana’ .
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Dado que la barrera epitelial constituye la primera linea de defensa contra la flora oral, la
produccion por parte de las células gingivales y de la mucosa oral de pequefias cantidades de
NO- y RNS via expresion de la iNOS puede actuar como una barrera quimica para limitar la
invasion bacteriana a nivel local®’. Pero cuando la estimulacién de la iNOS por parte de
ciertas bacterias periodontopatogenas (P.gingivalis, A.actinomycetemcomitans) o de
citoquinas proinflamatorias sobrepasa la tasa basal fisiologica de NO+ y ONOO , la
sobreproduccion de RNS conlleva citotoxicidad y dafio tisular a nivel de las células
gingivales y de la mucosa oral***. Asi, Lohinai et al. encontraron elevados niveles de 3-
nitrotirosina (compuesto resultante de la nitracion de la tirosina por parte de los
peroxinitritos) en pacientes afectos de periodontitis®'. Del mismo modo, se han relacionado
los niveles elevados de NO* y ONOO con otros procesos fisiopatologicos en la cavidad oral

. C g 86 - . .. 73 . , . 87
como la aftosis oral recidivante™, infecciones periapicales’”, quistes odontogénicos ',

88,89
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trastornos de la articulacion temporomandibular™ ™y cancer oral ™.

2. REMODELADO OSEO Y OSTEOINTEGRACION

2.1. FISIOLOGIA OSEA

El tejido dseo 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 organico de la matriz, producida por los osteoblastos,
estd constituida en un 90% por fibras de colageno tipo I, que representa la proteina estructural

fundamental de la matriz 6sea. El 10% restante lo componen una serie de proteinas no
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colagenas de menor tamafio que modulan la mineralizacién y la unién de las células a la

matriz, y entre las que destacan (Tabla 2):

Fosfatasa alcalina: producida por los osteoblastos, es una enzima que libera fosfato
inorganico a partir de ésteres fosforicos con un pH optimo de 8,6. Merced a ello, por un
lado incrementa la concentracion de iones fosfato necesarios para la mineralizacion de la
matriz organica; por otro, bloquea la accidn inhibidora que los ésteres fosforicos poseen
sobre la mineralizacion.

Glucoproteinas con secuencia RGD (Arg-Gly-Asp): osteopontina, osteonectina,
fibronectina, trombospondina y las sialoproteinas 6seas contienen repetida la secuencia
RGD (Arg-Gly-Asp), que es reconocida especificamente por las integrinas de
osteoblastos y osteoclastos. Constituye un sistema de reconocimiento que permite el
anclaje de las células dseas a la matriz y su migracion sobre ella, base de los procesos de
mineralizacion, remodelado y reparacion del hueso.

Proteoglucanos: constituidos por un nuacleo 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: condroitin sulfato (el
proteoglucano de mayor tamafio, presente sobre todo en las areas de formacion de hueso,
donde sirve para reservar espacio para el hueso maduro); hialuronano (que interviene en
la morfogénesis 0sea); decorina y biglucano (dos pequenos proteoglucanos que actiian
como moduladores de factores de crecimiento).

Proteinas con acido y-carboxiglutamico (osteocalcina y proteina del osteoide con acido

. L. . . . . 2+
y-carboxiglutamico): este aminoacido modificado se combina con dos iones Ca” entre
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sus dos grupos carbonilo. Los osteoblastos sintetizan osteocalcina (una proteina cuyas
concentraciones en plasma guardan cierta correlacion con la mineralizacion) y la
proteina del osteoide con dcido y-carboxiglutamico, que inhibe la mineralizacion del
colageno en tejidos no 0seos.

e Proteinas séricas retenidas en el mineral 6seo: en el tejido 6seo se hallan cantidades
significativas de albumina, inmunoglobulinas, hemoglobina, o;-antitripsina, [5,-

microglobulina, a,-SH-glucoproteina y lipoproteina Apo A-1.

La fase inorgénica esta compuesta por pequefios cristales de un mineral de caracter alcalino,
la hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),]. Estos cristales se incrustan entre las fibras de colageno

para formar un tejido que reune las caracteristicas adecuadas de rigidez, flexibilidad y

. . 91-
res1stenc1a9 93.

TABLA 2. Principales proteinas constituyentes de la matriz 6sea.”

Proteinas de la matriz osteoide

1. Colageno tipo I (90%)
2. Proteinas no coladgenas (10%):
a) Glucoproteinas:
e Fosfatasa alcalina
e Glucoproteinas con secuencia RGD (osteopontina,
osteonectina, fibronectina, trombospondina, sialoproteinas
Oseas)
b) Proteoglucanos
c) Proteinas con acido y-carboxiglutdmico (osteocalcina, proteina del
osteoide con acido y-carboxiglutdmico)

d) Proteinas séricas retenidas en el hueso
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2.1.1. OSTEOBLASTOS Y OSTEOCITOS

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

20-30 pm de didmetro mayor, con un nucleo ovalado y citoplasma basofilo azulado por su

abundante ARN. Con el microscopio electrénico muestran un notable reticulo endoplasmico

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

Embriologicamente los osteoblastos derivan de células progenitoras multipotenciales del

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

adipositos y células musculares, algunas de cuyas caracteristicas fenotipicas son semejantes a

las del osteoblasto.

El desarrollo de los osteoblastos estd controlado por dos genes:

a) El CBF Al (core-binding factor Al), codificador del factor de transcripcion asi
denominado, especifico de los progenitores del osteoblasto; este factor regula la
expresion de genes de proteinas especificas de esta célula, como osteopontina,
osteocalcina, colageno tipo I, sialoproteinas oseas y el ligando del receptor-activador del
factor nuclear-kB (RANK-L).

b) El gen Ihh (Indian hedgehog), igualmente necesario para el desarrollo embrionario del
hueso y la actividad de los osteoblastos ***°.

Los osteoblastos son células secretoras metabolicamente activas que expresan proteinas como

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

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

de los osteoblastos ocurre durante la embriogénesis d6sea y durante su mantenimiento

(remodelacion) y reparacion. Las sefales que dirigen la mineralizacion osteoide todavia no
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han sido identificadas. Es probable que la acumulacion de proteinas a las cuales se una el
calcio, sea el inicio del proceso de mineralizacion™.

Aunque los osteoblastos estan polarizados hacia el hueso, la liberacion de las proteinas 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 paratohormona (PTH) y expresan in vivo ARNm de: actina-f,
factores de transcripcion c-fos y c-jun, coldgeno y proteinas no coldgenas, asi como el ARNm
del factor de crecimiento semejante a insulina I (IGF-1)’".

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 estan
comunicados entre si por una red de canales, o conductos calcoforos, bafiada por el
denominado fluido 6seo. Tal red de canales se forma antes de que se mineralice la matriz
osteoide. Con microscopia electronica se ha observado que en el interior de esos canales los
osteocitos contactan mediante sus prolongaciones, lo que permite su comunicaciéon con la
superficie del hueso. Precisamente, un papel fisiologico primordial de los osteocitos es la
deteccion de estimulos mecénicos y variaciones de tension y morfologia del hueso
producidas por las cargas que soportan en su superficie, asi como su traduccién en el
remodelado 0seo.

Cuando se produce la reabsorcion del hueso por los osteoclastos, los osteocitos quedan fuera

, . . 93
de las lagunas como células de revestimiento en reposo .
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2.1.2. OSTEOCLASTOS

Los osteoclastos derivan embrioldgicamente de células progenitoras hematopoyéticas
denominadas ‘“unidades formadoras de colonias de granulocitos-macréfagos” (conocidas
habitualmente por su acréonimo inglés, GM-CFU: granulocyte-macrophage colony-forming
units), que son, ademas, y como su nombre indica, precursoras de granulocitos, monocitos y
macrofagos. 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, via por la que, junto con citoquinas como las
interleuquinas 1, 6 y 11, el factor de necrosis tumoral a (TNF-a), el interferon vy y el factor

estimulador de colonias de macrofagos (M-CSF), se diferencian y activan™.

Morfoldgicamente, los osteoclastos son células gigantes (20-100 pm de didmetro),
multinucleadas (mas de diez nucleos por célula), ricas en vacuolas y mitocondrias y, como
los osteoblastos, polarizadas (sus acciones se localizan en regiones determinadas de su
superficie). Asi, con el microscopio electronico se observa que en una de sus caras poseen
una serie de finisimos entrantes y salientes, el denominado borde plegado (o en cepillo), a
través del que se desarrollara la reabsorcion 6sea. En el citoplasma proximo a dicho borde se
encuentra la conocida como drea clara, rica en proteinas y filamentos del citoesqueleto, y

. . . 93
desde la que se proyectan integrinas que alcanzan el espacio extracelular™.
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2.1.2.1. MECANISMOS DE REABSORCION OSEA

La reabsorcion dsea es un proceso complejo que incluye la disolucion de la fase mineral o
inorganica y la posterior degradacion de las proteinas de la matriz 6sea. Los mecanismos
sefializadores responsables de la formacion y activacion de los osteoclastos no son del todo
conocidos. Si sabemos que estas células sintetizan enzimas necesarias para la reabsorcion
Osea y expresan una ATPasa bombeadora de protones, un intercambiador bicarbonato/cloro,

una fosfatasa 4cida resistente a tartrato, catepsina K y la anhidrasa carbonica tipo II.

Los osteoclastos se adhieren a la superficie 6sea mediante integrinas que reconocen
especificamente a proteinas de la matriz osteoide. El area de sellado delimita un microespacio
entre los osteoclastos y la superficie 6sea. La desmineralizacion se produce mediante la
acidificacién de ese microespacio gracias a la accion de una ATPasa de H' localizada en la
membrana del borde en cepillo. Para mantener el pH fisioldgico en su seno, el osteoclasto
dispone de un intercambiador CI /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 HCI en el microespacio subosteoclastico, con el consiguiente descenso
del pH hasta 4.4 y la disolucion del mineral. Esta disolucion precede a la degradacion de la
matriz organica, llevada a cabo, a su vez, por proteasas como la catepsina K, secretada por

los osteoclastos, y colagenasa por los osteoblastos®'.

2.1.2.2. RADICALES LIBRES Y REABSORCION OSEA

Seglin diversos estudios los radicales libres actian como intermediarios importantes en la
formacion y activaciéon de nuevos osteoclastos e intervienen en el proceso de reabsorcion

Osea. Ross et al. encontraron que la sintesis de ROS por el sistema xantina oxidasa/xantina
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causé un aumento en la reabsorcion 6sea en cultivos de hueso largo fetal de rata y de calotas
de ratones recién nacidos. La reabsorcion 6sea causada por las ROS en estos cultivos se
inhibibe por la SOD (6 pM), pero no se afectd al afiadir idéntica dosis de catalasa, lo que
sugiere que el anion superdxido es el principal responsable de esta reabsorcion de hueso.
Igualmente observaron tanto in vivo como in vitro un incremento significativo en el nimero
de osteoclastos y en la extension de la superficie de hueso reabsorbida después del

. . . . 101
tratamiento con xantina oxidasa/xantina .

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+/mm?® (el NAT es un marcador utilizado para investigar la produccién de radicales
libres ya que es reducido en presencia de especies reactivas). Este hecho coincide con
observaciones hechas por otros autores segun las cuales los osteoclastos poseen superoxido
dismutasa y son los responsables de la produccion de ROS en el microambiente dseo, lo que
contribuiria a la degradacion de componentes de la matriz 6sea bajo el borde en cepillo, ya
que moléculas estructurales de la matriz como el colageno o el 4cido hialurénico son

susceptibles al dafio oxidativo por radicales libres'®.

Se sabe ademas que los osteoclastos expresan otra enzima, la fosfatasa acida resistente a
tartrato (TRAP), que se localiza en el interior de vesiculas endociticas que contienen
productos de degradacion orgénicos liberados de la matriz 6sea durante la reabsorcion. Esta
enzima posee un centro binucleado con un hierro activo que es capaz de reaccionar con el

perdxido de hidrégeno mediante la reaccion de Fenton para producir radical hidroxilo:
Fe’' + H,0, — Fe’" + OH™ + HO-
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El i6n férrico formado en la reaccion es capaz de reaccionar también con H,O, para formar

aniodn superdxido e i6n ferroso:
Fe’" + H,0, > Fe*" + 2H" + O

Por tanto, se establece a nivel osteoclastico una secuencia de reacciones que originan HOe« y
0,7 mediante la continua oxidacién y reduccion del hierro activo de la TRAP, haciendo
posible la sintesis de elevadas cantidades de ROS en la medida en que se encuentre

disponible el H,O; en el medio.

El papel fisiologico de estas ROS en el proceso de reabsorcion 6sea no es del todo conocido,
pero si sabemos que atacan directamente al coldgeno tipo I y otras proteinas estructurales de
la matriz extracelular, contribuyendo a su fragmentacion. Los productos resultantes penetran
mediante endocitosis en vesiculas intracelulares que contienen TRAP, enzima encargada de
la degradacion ultima de los componentes de la matriz. Por tanto, la degradacion de la matriz
6sea no solo ocurriria extracelularmente a nivel de las lagunas de reabsorcion, sino también
intracelularmente en las vesiculas endociticas con TRAP y productos derivados de la accion
de las ROS. Finalmente, estos productos de degradacion son secretados al espacio

extracelular a nivel de la membrana basolateral de la célula'®.

2.2. REMODELADO OSEO

A lo largo de toda la vida, el tejido 6seo sufre un continuo proceso de reabsorcion y
formacion. De forma incesante, hay zonas del hueso que son destruidas para ser sustituidas
por tejido 6seo recién formado. Este proceso se denomina “remodelado 6seo” y conduce al

recambio de alrededor de un 7-10% del volumen total del esqueleto cada afio.
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El remodelado se lleva a cabo por grupos de células osteoblésticas y osteoclasticas que
constituyen las llamadas “unidades de remodelado” o “unidades multicelulares bésicas”. El
proceso se inicia cuando, por mecanismos desconocidos, pero en los que pueden estar
implicadas las células de revestimiento'®, los precursores de los osteoclastos son atraidos a
un lugar determinado del hueso, y por la accion de citoquinas (TNF-a, IL-1, IL-6, M-CSF,
RANK-L), se diferencian a osteoclastos in situ. Estos comienzan a reabsorber el hueso, de

forma que a lo largo de unas dos semanas labran una pequefia cavidad.

Al finalizar esta fase de reabsorcion de hueso, la cavidad labrada por los osteoclastos es
tapizada por células mononucleares de naturaleza no bien conocida. Es la llamada fase de
inversion. 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 formacion de hueso, que se
prolonga durante 2-4 meses. La mineralizacion de las ldminas de osteoide se va produciendo
segin se depositan, pero con un retraso de unas dos semanas. Al final del proceso, el

. . . 105
resultado es que un pequeiio volumen de hueso viejo ha sido renovado por hueso nuevo .

2.2.1. FACTORES REGULADORES DEL REMODELADO OSEO:
REGULACION HORMONAL Y PARACRINA.

2.2.1.1. Paratohormona (PTH)

Producida en las glandulas paratiroideas que responden al descenso de la calcemia, es la
hormona hipercalcemiante por excelencia, al favorecer la reabsorcion. No obstante, en los

ultimos afios se ha descubierto un papel estimulador en la formacion 6sea, a través de la
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sintesis de IGF-I y TGF-B'*. Este doble efecto de reabsorcion y formacién se explicaria
porque la PTH en administracion continua estimularia la reabsorcion osea a través de la
sintesis de un factor favorecedor de la osteoclastogénesis (RANKL) por parte de las células
osteoblasticas, mientras que a dosis intermitentes estimularia la formacion de hueso, asociado
a un incremento de los factores de crecimiento mencionados anteriormente y a una

disminucion de la apoptosis de los osteoblastos.

2.2.1.2. Calcitonina.

Es inhibidora de la reabsorcion 6sea, al reducir el nimero y la actividad de los osteoclastos.
Sin embargo, esta accion es transitoria, ya que los osteoclastos parecen volverse

“impermeables” a la calcitonina en pocos dias .

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

Hormona esteroidea que favorece la absorcion intestinal de calcio y fosfato y, por tanto, la
mineralizacion 6sea. Algunos autores piensan que puede ser producida por células
linfociticas o monociticas del hueso, ejerciendo un papel importante como regulador local de

) .., 108
la diferenciacion de los osteoclastos™ .

2.2.1.4. [Estrogenos.

Los estrogenos tienen un doble efecto sobre el metabolismo 6seo: por un lado favorecen la
formacion d6sea al aumentar el niimero y funcién de los osteoblastos y por otro lado,
disminuyen la reabsorcion. Se han descrito receptores de estrogenos en osteoblastos,
osteocitos y osteoclastos humanos. Investigaciones recientes han comprobado que los

estrogenos pueden aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG), proteina producida por
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los osteoblastos que inhibe la reabsorcion'®, por lo que podrian jugar un papel importante en
la regulacion de la osteoclastogénesis. Es por esto que la deficiencia de estrogenos durante la
menopausia constituye el factor patogénico més importante de la pérdida dsea asociada a la

osteoporosis.

2.2.1.5. Glucocorticoides.

A dosis altas tienen efectos catabolicos sobre el hueso, ya que inhiben la sintesis de IGF-I por
los osteoblastos, y suprimen directamente la BMP-2 y el Cbfal, factores criticos para la

110

osteoblastogénesis Sin embargo, estudios recientes han demostrado que a dosis

C o, . . . .. . . .., , e 111
fisiologicas tienen capacidad osteogénica favoreciendo la diferenciacion osteoblastica .

2.2.1.6. Hormona de crecimiento (GH).

Tiene dos acciones sobre el hueso, directa e indirecta. La GH actua directamente sobre los
osteoblastos, con receptores para la hormona, estimulando su actividad, lo que produce un
aumento en la sintesis de colageno, osteocalcina y fosfatasa alcalina. La accidén indirecta se
produce a través del aumento de la sintesis de IGF-I y II por los osteoblastos. Estos factores
favorecen la proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos, aumentando su nimero y
funcion. Desde hace unos afios se viene considerando a la GH como un factor de crecimiento
local, ya que no sélo se sintetiza en la adenohipdfisis, sino en casi todas las células del
organismo, incluidos los osteoblastos, teniendo un efecto autocrino y paracrino, ademas de

endocrino''?.
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2.2.1.7. I1GF-1y II (Insulin-like Growth Factor 1y II).

Los factores de crecimiento andlogos a la insulina son polipéptidos similares a esta hormona
sintetizados por el higado y los osteoblastos, entre otros tejidos. Se hallan en gran
concentracion en la matriz osteoide' . Incrementan el numero y funcién de los osteoblastos,
favoreciendo la sintesis de colageno. Circulan unidos a proteinas de union (IGFBP de IGF-
binding protein), que a su vez pueden ejercer efectos estimulantes o inhibidores sobre el
hueso. Los IGFs estan regulados por hormonas y factores de crecimiento locales; asi la GH,
los estrogenos y la progesterona aumentan su produccion, mientras que los glucocorticoides
la inhiben. Asimismo, median en la interaccion osteoblasto-osteoclasto e intervienen de

114

forma activa en el remodelado 6seo” ". El IGF-II es el factor de crecimiento mas abundante

de la matriz 6sea, es importante durante la embriogénesis, pero sus efectos sobre el esqueleto

115
ya desarrollado actualmente se desconocen .

2.2.1.8. Citoquinas.

Son polipéptidos sintetizados en células linfociticas y monociticas que juegan un papel
importante en multiples funciones celulares, como en la respuesta inmunoldgica, la
inflamacién y la hematopoyesis, con un efecto autocrino y paracrino. En el hueso son

importantes las siguientes:

e Interleuquina 1 (IL-1): Estimula directamente la reabsorcion osteocléstica, incrementando
la proliferacion y diferenciacion de los pre-osteoclastos asi como la actividad
osteoclastica e inhibiendo la apoptosis de los osteoclastos''®. En realidad son 3 moléculas

diferentes relacionadas: IL-la, IL-1B y antagonista del receptor de IL-1, siendo esta
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ultima inhibidora del efecto de las dos primeras. Su accion sobre la reabsorcion es directa

e indirecta, a través de la sintesis de prostaglandinas.

e Interleuquina 6 (IL-6): Estimula la reabsorcion 6sea y parece implicada en la patogenia
de la enfermedad de Paget''’. 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),D3.

e Interleuquina 11 (IL-11): De reciente descubrimiento, se produce en la médula o6sea e

induce la osteoclastogénesis.

e Prostaglandinas (PG): In vitro favorecen la reabsorcion 6sea, fundamentalmente la PGE,,
pero también la PGE,, PGG,, PGI, y PGH2“8. Estudios in vivo, midiendo los niveles de
prostaglandinas en el liquido crevicular, han demostrado su participacion en la

destruccion 6sea que tiene lugar en la enfermedad periodontal'"”.

2.2.1.9. Proteinas morfogenéticas o0seas (BMPs: Bone Morphogenetic
Proteins).

Las proteinas morfogenéticas Oseas estan incluidas dentro de la familia de los TGF-f.
Constituyen un grupo de 15 proteinas capaces de conseguir la transformacion de tejido
conjuntivo en tejido 6seo, por lo que se consideran osteoinductivas. Asimismo, son capaces
de estimular la diferenciacion de células pluripotenciales hacia diferentes lineas celulares
(tejido adiposo, cartilago y hueso). Son muy abundantes en el tejido 6seo y durante la

embriogénesis participan en la formacion de hueso y cartilago.
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Actualmente se las considera como los factores mas potentes de la diferenciacion
g 95 . 120 . : T
osteoblastica™. Canalis ef al. ~" creen que ademas de estimular la osteogénesis inhiben la

osteoclastogénesis.

2.2.1.10. SISTEMA OPG/RANK/RANKL

La accion bioldgica del osteoclasto se ve regulada primordialmente por la triada molecular
OPG/RANK/RANKL'". El receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kB) es un
péptido que se expresa en osteoclastos maduros y preosteoclastos, cuya activacion 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 sefial de activacion y
supervivencia para el osteoclasto. El ligando encargado de activar al receptor RANK es
RANK-L (ligando de union 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 6sea. Su principal funcidon es, mediante la unioén a
RANK, estimular la diferenciacion de los osteoclastos, su activacion y la inhibicion de su
apoptosis. Existe una tercera molécula, que es la osteoprotegerina (OPG). Se llama también
factor de inhibicion 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
ademads de en hueso. En hueso inhibe la maduracion y activacion de los osteoclastos al unirse

al RANKL e impedir la uniéon del RANK'?".
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2.3. OSTEOINTEGRACION Y BIOLOGIA OSEA EN
IMPLANTOLOGIA ORAL

Las enormes posibilidades terapeuticas que ofrece han hecho de la implantologia oral la rama
de la Odontologia que mas se ha desarrollado en los tltimos 15 afios.

Un requisito imprescindible para el éxito del tratamiento implantoldgico es la union firme,
estable y duradera del implante bucal al sustrato dseo que lo engloba para luego poder
construir sobre ¢l una protesis dental. En este sentido, Branemark (1965) fue el primero en
definir el concepto de osteointegracion como “La conexion estructural y funcional directa
entre el hueso vivo, ordenado, y la superficie de un implante sometido a carga funcional ”**%.

La osteointegracion requiere la formacion de hueso nuevo alrededor del implante, proceso
resultante de la remodelacion en el interior del tejido d6seo. El proceso lo inician los
osteoclastos, que son las células responsables de reabsorber la zona necrética originada por el
fresado 6seo durante la preparacion del lecho receptor. Junto a ellos, la neoformacion
vascular aportara los elementos celulares, los osteoblastos, que creardn hueso nuevo capaz de
interaccionar con la capa de oxido de titanio del implante para integrar bioldgicamente al
mismo. Los osteoblastos se diferenciaran posteriormente a osteocitos incluidos en la matriz
Osea mineralizada.

Si consideramos ultraestructuralmente la interfase hueso-implante debemos referirnos al
concepto de biointegracion, que es la unién bioquimica directa entre el hueso vivo y la
superficie del implante, demostrable a través de microscopia electronica, independientemente
de cualquier mecanismo mecanico de interunion. Asi, el espacio existente entre el tejido 6seo

mineralizado y la capa de plasma de titanio del implante no es mayor de 10 A y aparece lleno
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de un material matriz, los proteoglicanos'*. Una red de colageno rodea los osteocitos y se
inserta en la capa de glucoproteinas, que se fusiona con la capa de 6xido de titanio. Se cree
que el oxido de titanio del implante induce la formacién de glucosaminoglucanos

sulfatados'**

. Las trabéculas dseas crecen acercandose al implante y contactando con la capa
de plasma. Por ellas llegan los vasos que aportan nutricién, elementos celulares para la
remodelacion y rodean el implante; los fibroblastos y osteoblastos aumentan y al acercarse al
implante se unen a la capa de 6xido. Forman sustancia fundamental que llena los espacios
trabeculares y se fusiona con la capa de 6xido de titanio. Por tanto, y en contra de lo que se
creia hasta hace unos afios, la interfase implante-tejidos orales es una zona dindmica sometida
a una intensa actividad remodeladora por parte de las células dseas y la matriz extracelular'®.
Aunque hoy en dia los nuevos disefios y tratamientos de superficie de los implantes estan

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

periodo de osteointegracion de 3 meses en mandibula, y de 6 meses en el maxilar superior.

3. MELATONINA

3.1. ;QUE ES LA MELATONINA?

La melatonina (aMT) es la N-acetil-5-metoxitriptamina, una hormona sintetizada y

126

secretada por la glandula pineal, descrita inicialmente por McCord y Allen (1917)  y aislada

por primera vez por Lerner y cols. (1958)'7.

La melatonina se libera durante la noche a través de la activacion postsindptica de
receptores [-adrenérgicos. Esto es asi, ya que la luz evita la activacion adrenérgica de la

glandula pineal, produciéndose una inhibiciéon en la sintesis de melatonina. La célula
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parenquimal de la glandula pineal es el pinealocito, que responde a los cambios en la
luminosidad durante el ciclo luz/oscuridad, lo que hace que su actividad metabdlica se
sincronice a un periodo de 24 horas denominado ritmo circadiano que estd mediado por el
ntcleo supraquiasmatico del hipotdlamo, de manera que en sujetos normales la mayor
secrecion de melatonina se produce entre las doce de la noche y las dos de la madrugada, y la

minima entre el mediodia y las dos de la tarde'*".

Inicialmente la melatonina se definié6 como la hormona que mediaba las variaciones anuales
en la capacidad reproductora de animales con ciclos de reproduccién estacionales.
Actualmente se sabe que influye en numerosos aspectos de la biologia circadiana, acciones

: - 129,130
mediadas por la uniéon de la hormona a receptores de membrana “

. Estudios posteriores
han permitido relacionar a la melatonina con aspectos de la fisiologia intracelular a través de
mecanismos que son independientes de la accion de la hormona sobre receptores de
membrana. En este sentido, se han identificado y caracterizado receptores nucleares para la

131,132 : : - 133
77y células del sistema nervioso central °. Se ha

melatonina en Organos periféricos

demostrado también la capacidad de la melatonina para unirse a proteinas citosoélicas como la
, . 134 . 135 L1 136 .

proteina kinasa C 7, la calmodulina ™ y la calreticulina °°, modulando a través de esta

interaccion las acciones intracelulares del calcio y la dindmica de determinados receptores

nucleares, respectivamente.

Seglin todos estos datos, hoy dia se empieza a considerar a la melatonina no como una
hormona en el sentido clasico, sino como un protector celular conservado evolutivamente.

Esta afirmacion se basa en dos hechos:
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1. No se sintetiza en un organo especifico. Se sabe que las enzimas requeridas para la
biosintesis de la melatonina se encuentran en otros tejidos ademas de la pineal, y se sabe
que diversos de estos tejidos, entre los cuales estan la retina, el timo, el bazo, los
linfocitos B, el ovario, el testiculo y el intestino, producen melatonina. De todas formas,
la melatonina circulante deriva esencialmente de la producida por la pineal, que pasa
tanto a la circulacion cerebral y sistémica como al liquido cefalorraquideo. La melatonina
extrapineal es producida por 6rganos especificos para su uso y no sale a la circulacion'?’.

2. No actta en un 6rgano diana especifico. La melatonina alcanza todos los tejidos de la

138,139

economia y, al ser muy lipofilica, puede actuar a todos los niveles de la célula.

g : , : . 131,140
Ademas, diversas organelas acumulan melatonina, como el nucleo y la mitocondria™™ ™.

3.2. ANTIOXIDANTE Y DEPURADOR DE RADICALES LIBRES

Se ha demostrado que la melatonina tiene propiedades antioxidantes. Esta

o . C .. 141 . .
caracteristica, descrita inicialmente por lanas y colaboradores ', ha sido posteriormente
confirmada por numerosos estudios utilizando diferentes modelos experimentales. La

melatonina tiene la capacidad de eliminar, depurar o neutralizar radicales libres,

142 143
) :

principalmente el radical hidroxilo (HOe) ™, pero también radicales peroxilo (ROO¢)

peréxido de hidrégeno (H,0,)'*, 6xido nitrico (NO*) y peroxinitritos (ONOO ).

Una de las principales caracteristicas fisico-quimicas de la melatonina para entender su
gran eficacia como antioxidante es su elevada capacidad de difusion. Se trata de una
molécula muy lipofilica, capaz de atravesar cualquier membrana celular, o de las diferentes

organelas subcelulares'*. Esta propiedad implica una funcién de la melatonina en todas las

partes del organismo, dado que tiene acceso a todas las células y a todos sus compartimentos.
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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 electron para reducir cualquier molécula que esté a su
alcance'*’.

El mecanismo por el cual la melatonina puede neutralizar ROS y fundamentalmente el
radical HOe consiste en que esta indolamina cede un electron al radical, eliminando su
elevada reactividad, y por tanto, su toxicidad. De esta manera, la propia melatonina se

148 . .
. Este interacciona entonces con

convierte en un radical denominado radical cation indolilo
un radical anidn superoxido, precursor del HOe, para generar el metabolito no enzimatico de
la melatonina, la N'-acetil-N*-formil-5-metoxiquinurenamina (aFMK), que se elimina en la
orina (Figura 3). En este sistema directo de eliminacion de radicales libres, la melatonina y
su radical cation indolilo eliminan en realidad dos radicales libres a la vez, uno hidroxilo y
otro superoxido. Por tanto, la capacidad de actuar como neutralizador de radicales HOe de la

melatonina es altamente especifica, y depende, como hemos visto ya, de la estructura quimica

de la molécula.
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CH;0 I: ~~_~NHCOCH;

H

Melatonina

l -OH
CH;0 NHCOCH;
O]

H
Cation radical indolilo

CH,0 NHCOCH,
i e FIGURA 3. Mecanismo de neutralizacion
HN/ de un radical hidroxilo y un radical anion
N'-acetil-N2-formil-5-metoxikinurenamina superoxido por la melatonina.

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

estimulante de la actividad de algunas enzimas antioxidantes de la célula'®

, ¥ de induccion
de la expresion de estas enzimas, tales como la SOD, GPx y GRd'*". Debido a este efecto y a
su elevada lipofilia, que le permite actuar a todos los niveles celulares (membrana, citosol,

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

. 14
conocidos'®.

3.3. INMUNOMODULADOR

La relacién entre melatonina y sistema inmune es cada vez mds estrecha. En
situaciones en las que se produce una inhibicidon en la produccion de melatonina se observa

un estado de inmunodepresion que desaparece cuando se administra la hormona. También
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ciertos efectos inmunodepresivos producidos por algunos farmacos son contrarrestados por la

. 151
melatonina ~.

Aunque esta clara la relacién entre la melatonina y el sistema inmune, no es asi la
forma en la cual se realiza esta influencia sobre la denominada cascada natural de las
citokinas en el sistema inmunitario. La relacion entre IL-2 y melatonina (funcion de
neuroinmunomodulacién) se demuestra en diversas investigaciones'>>. En un estudio
realizado por Lisoni y cols.'”® muestran que la secrecion de IL-2 aumenta durante la noche,
de una forma concomitante a la melatonina, mientras que no existen evidencias de secrecion
circadiana de otras citoquinas. La glandula pineal estimula la producciéon enddgena de IL-2.
El aumento nocturno de las concentraciones sanguineas de IL-2 podria depender, al menos en
parte, de la accion promotora de la melatonina, cuya liberacion aumenta durante el periodo de

oscuridad.

Garcia-Maurino y cols."™* sefialan en un estudio realizado in vitro que la melatonina es
capaz de activar los linfocitos CD4+ aumentando la produccién de IL-2 e IFN-y, lo que
podria sugerir que la melatonina puede estar implicada en la regulacion de las funciones

inmunes en humanos modulando la actividad de las células CD4 y monocitos.

3.4. ESTIMULADOR DE LA FORMACION OSEA

Numerosos trabajos sefialan a la melatonina como un importante mediador en la estimulacion
y formacién de hueso. A concentraciones micromolares la melatonina estimula la

proliferacion y la sintesis de fibras de colageno tipo I en osteoblastos humanos in vitro'>.

45-



CARLOS ARANA MOLINA

Por otra parte, en cultivos de preosteoblastos procedentes de ratas aumenta la expresion
génica de la sialoproteina 0sea 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 diferenciacion a osteoblastos de 21 dias, que es lo normal, a 12
dias. Esta accion parece estar mediada por los receptores de membrana de la hormona'®,

Dentro del metabolismo 6seo, otra importante accion bioldgica directa de la melatonina se
centra en el osteoclasto, célula multinucleada encargada de la reabsorcion de matriz
extracelular mediante diversos mecanismos, dentro de los cuales ya hemos visto que se
encuentra la produccion de radicales libres. La melatonina, a través de su accion antioxidante
y depuradora de radicales libres comentada anteriormente, podria interferir en esta funcion

157 TR
. Esta inhibicién en la

del osteoclasto e inhibir de esta forma la reabsorcion Osea
reabsorcion Osea se veria potenciada por otra acciéon de la indolamina a nivel de la
osteoclastogénesis, ya que Koyama et al. han observado que la aplicacion de melatonina en
rangos de 5 a 500 puM disminuye de manera dosis-dependiente la expresion de mRNA de
RANK y aumenta tanto los niveles de OPG como de mRNA de OPG en lineas celulares
preosteoblasticas MC3T3-E; 158,

Todos estos datos confirman un efecto osteogénico de la melatonina que puede ser
clinicamente importante, ya que podria ser usada como potencial agente terapéutico en
situaciones en las que sea deseable un aumento de la formacién 6sea, como cicatrizacion de

- 157
fracturas u osteoporosis ~'.
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3.5. MELATONINA Y CAVIDAD ORAL

La melatonina llega a la cavidad oral a través de las glandulas salivales, donde se filtra desde
la circulacién general. La proporcion de melatonina salival/melatonina plasmatica en un
patron de 24 horas oscila entre 0.24 y 0.33, esto quiere decir que las concentraciones de
melatonina en saliva estan en torno al 24-33% de las que la hormona alcanza en plasma. Los
autores coinciden en que aproximadamente el 70% de la melatonina plasmadtica esta ligada a
albiimina, por lo que esta melatonina ligada no aparecera en saliva en cantidad apreciable. De
este modo, la melatonina salival representa la porcion de melatonina circulante no ligada a
albumina, es decir, melatonina libre'>% 160,

Hoy en dia la determinacion de melatonina salival puede ser utilizada como técnica fiable en
la investigacion de ritmos circadianos y en aquellos procesos en los que esta hormona pueda
tener un papel relevante. Asi, todas las acciones que hemos descrito para la melatonina
pueden tener aplicaciones importantes a nivel odontologico.

La evidente relacion entre radicales libres y algunos procesos orales, fundamentalmente la
enfermedad periodontal, sugiere que la melatonina podria actuar disminuyendo el ataque
oxidativo a los tejidos periodontales, reduciendo los niveles de peroxidacion lipidica y otros
marcadores oxidativos a nivel de la cavidad oral. Sin embargo, no existen trabajos en la
literatura que aludan 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

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

accion reguladora sobre el sistema inmune. Asi, en pacientes con CPI (Indice Periodontal

47-



CARLOS ARANA MOLINA

Comunitario) 3 y 4, con focos infecciosos asociados, se produce un aumento en el nimero 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 indices CPI elevados) podria ser un
factor de estimulacion que actuara sobre la melatonina, la cual ejerce una accion impulsora

sobre los linfocitos T CD4!61:162,
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OBJETIVOS

Los objetivos de nuestra investigacion, realizada en perros de raza Beagle de

experimentacion animal, fueron:

1. Cuantificar el grado de estrés oxidativo producido en condiciones basales y después de
realizar una intervencion quirargica en la cavidad oral (exodoncias multiples y seriadas),
mediante la determinacion de los siguientes marcadores plasmaticos de estrés oxidativo:

e Glutation peroxidasa (GPx)
e Glutation reductasa (GRd)
e (Glutation oxidado (GSSG)
e Glutation reducido (GSH)

e Peroxidacion lipidica (LPO)
e Nitritos (NO, )

2. Estudiar si la aplicacion topica de melatonina tras dichas exodoncias modifica los
parametros de estrés oxidativo, aparecido en forma secundaria a la intervencion

quirargica.

3. Evaluar el efecto de la aplicacion topica de la melatonina en el proceso de

osteointegracion de implantes dentales a las dos semanas de su colocacion.

4. Valorar la posible aplicacion clinica de la melatonina en los procesos de estrés oxidativo

y de osteointegracion en la cavidad oral.
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MATERIAL Y METODOS

1. ANIMALES, PROCEDIMIENTO QUIRURGICO Y
TRATAMIENTO.

Tras obtener la aprobacién por parte del Comité de Etica de la Universidad de Granada (con
fecha de 19 de noviembre de 2004), el estudio se realiz6 en 24 perros de raza Beagle,
procedentes del Servicio de Reproduccion Animal de la Facultad de Veterinaria de la
Universidad de Coérdoba. Dichos perros fueron remitidos al Servicio de Experimentacion
Animal de la Universidad de Granada, centro homologado para el cuidado, crianza y manejo
de estos perros, donde realizamos nuestros trabajos de experimentacion. Los animales, que
recibieron alimentacién ad [libitum con dieta s6lida a base de pienso y agua y cuyos
estabularios fueron cuidados diariamente, permanecieron en el animalario hasta la edad de

estudio, que comenzo6 a los 14 meses.

El estudio siguid en todo momento los principios éticos en investigacion y docencia con
modelos animales definidos internacionalmente'® y aceptados por la Sociedad Espafiola para
las Ciencias del Animal de Laboratorio (SECAL), dentro de la legislacién bésica actual:
REAL DECRETO 223/1988, de 14 de Marzo, sobre proteccion de los animales utilizados

. ., C 164
para experimentacion y otros fines cientificos .

1.1. EXODONCIAS.

Con la finalidad de la colocacién 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
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perros bajo anestesia general (un total de 24 dientes por perro en una sola sesion). Se
conservd el sector anterior (superior e inferior) de canino a canino para que los perros

pudieran mantener una minima funcidén masticatoria.

Con el objetivo de determinar los pardmetros plasmaticos mas importantes de estrés
oxidativo, se obtuvieron muestras sanguineas una hora antes de realizar las exodoncias en
condiciones basales (en forma previa a la induccidon anestésica), y el dia después de la

intervencidn quirurgica.

Todas las intervenciones se realizaron bajo la supervision del Veterinario del Servicio de

Experimentacion Animal de la Universidad de Granada.

Para la induccion anestésica se utilizé la siguiente medicacion (el calculo de las dosis de
los farmacos se hizo en funcion 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)
via i.m., como tranquilizante 15 minutos antes de la anestesia general.
» Anestesia general, compuesta de:
e Imalgene® (Ketamina + Clorbutol): 5-8 mg/Kg peso via i.v..
e (Calmo-Neosan®, como coadyuvante del anestésico a la dosis arriba indicada.
» Atropina 0.05 mg/Kg peso via s.c.., para disminuir las secreciones.
Como medicacion antiinflamatoria/analgésica y antimicrobiana se utilizo:
» Voren Antiinflamatorio® (Dexametasona isonicotinato): 1-2 ml via i.m..

» Bivamox Antibiotico® (Amoxicilina): 2 ml via i.m..
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El antibidtico y el antiinflamatorio se administraron al terminar la intervencion
quirtrgica y posteriormente cada 2 dias durante un total de 4 dias, para prevenir la infeccion
e inflamacion postoperatorias, como establecen los comités de ética de experimentacion
animal.

Inmediatamente después de realizar las exodoncias, a 12 de los 24 perros se les aplico
melatonina en forma topica en las heridas de los alveolos dentarios, distribuyendo
homogéneamente una dosis de 5 mg de melatonina por cuadrante. La melatonina utilizada
fue obtenida de Helssin Chemicals (Helsinn Advanced Synthesis SA, Via Industria 24, 6710
Biasca, Suiza) en forma de polvo, y fue pesada y depositada en tubos ependorff la mafiana de
la intervencion.

Tras realizar las exodoncias y aplicar la melatonina a la mitad de los perros, se sutur6
cuidadosamente con seda reabsorbible (seda trenzada estéril 3/0 TB-15. Lorca Marin. Ref.
55346). Durante todo el procedimiento quirtirgico la via i.v. del perro fue mantenida con un
suero glucosalino (250 cc.) que permitia la administracion de la medicacion anteriormente
referida. El suero era transfundido en su totalidad después de terminar la intervencidon para

facilitar la hidratacion y recuperacion postquirdrgica del animal.

Después de la intervencidon quirurgica se trasladaban a los perros, atn bajo los efectos de la
anestesia general, del quir6fano a su estabulario para que, bajo supervision veterinaria, se
recuperasen progresivamente de la operacion. Durante los dias posteriores se revisaron

periddicamente los perros, sobre todo el estado de las heridas postexodoncias, cuidado y
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limpieza de las mismas para evitar infecciones, asi como la evolucidn del estado general de

los animales.

1.2. COLOCACION DE LOS IMPLANTES.

Tras dos meses como tiempo de espera para la cicatrizacion y regeneracion del hueso
alveolar, se procedi6 a la colocacion de los implantes dentales, aproximadamente entre los 16
y 18 meses de edad de los perros. La medicacion utilizada fue similar a la descrita en la fase
quirurgica anterior.
Se colocaron cuatro implantes por perro: dos en la hemiarcada mandibular derecha y dos en
la hemiarcada mandibular izquierda. Los implantes se clasificaron en dos grupos en funcion
del tratamiento tdpico aplicado a cada uno de ellos previamente a su colocacion (Figura 4):

e Los dos implantes mas anteriores de ambas hemiarcadas correspondieron a implantes

control en los que no se aplicod ninglin tratamiento topico.
e Los dos implantes mas distales que siguieron a los implantes control se impregnaron

de melatonina topica.

MANDIBULA PERROS “BEAGLE”

O O
O O

C)(; / | MELATONINA Tépica
= CONTROL

FIGURA 4. Distribucion de los implantes dentales en la mandibula de los
perros Beagle en funcion del tratamiento toépico aplicado.
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Técnica Quirurgica.

El protocolo seguido correspondi6é a la técnica convencional de colocacion de implantes

. 165 . . .,
oseointegrados , cuyos pasos se describen a continuacion:

Incision crestal con un bisturi con hoja del nimero 15, que se extendié a lo largo del
cuerpo mandibular desde distal del canino hasta 15 6 20 mm hacia distal del punto de
colocacion del ultimo implante.

Diseccion 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.

Elaboracion del lecho receptor de los implantes. Se realiza en el reborde dseo un lecho de
morfologia y dimensiones similares al implante a colocar. Utilizamos un micromotor
(CHIROPRO 980. CA 100121. Bien Air®) con irrigacion externa con suero fisioldgico
para evitar el sobrecalentamiento y necrosis del tejido 6seo, y fresas de osteotomia de
diametros progresivamente mayores para realizar las preparaciones mediante un fresado
secuencial (kit de fijacion de implantes Implant Microdent System):

e Fresa de marcaje o piloto, recta, de pequefio diametro (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 colocacion e iniciar la preparacion a
través de la cortical y de los primeros milimetros de hueso esponjoso.

e Fresa intermedia, de didmetro inferior al de la fresa definitiva. Se utiliza para

ampliar la osteotomia, ensanchando el didmetro de la preparacion iniciada con la
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fresa de marcaje, hasta la longitud definitiva (10 mm) preestablecida para la
fijacion.

e Fresa de avellanado. Sirve para preparar los primeros milimetros del neoalveolo,
en los que se alojara la porcion mas cervical del implante.

e Fresa final, de longitud y diametro definitivos.

Aplicacion del tratamiento topico. Después de labrar el lecho receptor, aplicamos a cada

implante el tratamiento topico que correspondio:

e Los dos implantes mas anteriores, correspondientes al grupo control, no recibieron
tratamiento topico alguno.

e Los dos implantes distales de ambas hemiarcadas, correspondientes al grupo con
melatonina topica, fueron humedecidos con suero fisioldgico y posteriormente se
impregnaron con 2 mg de melatonina en polvo (Helsinn Advanced Synthesis SA, Via
Industria 24, 6710 Biasca, Suiza), pesada en la mafiana de la intervencion. Una vez
recubierto el implante de melatonina, la sobrante se introdujo de forma cuidadosa en
la preparacion. Todos los implantes recibieron siempre la misma cantidad de
melatonina (2 mg).

Colocacion de los implantes. Los implantes utilizados fueron implantes roscados (Implant

Microdent System, plataforma didmetro 5.60 mm y didmetro de nucleo 3.25 mm, longitud

10.00 mm - MK 555010. Barcelona). Los implantes fueron llevados a la preparacion para

proceder al roscado de forma manual, y terminar de forma mecéanica mediante llave de

presion o carraca.

Colocacion del tornillo de cierre o de cicatrizacion.
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e Sutura con seda reabsorbible (seda trenzada estéril 3/0 TB-15. Lorca Marin. Ref. 55346)

y administracion del remanente de suero glucosalino utilizado durante la intervencion.

1.3. SACRIFICIO Y EXTRACCION DE LA MANDIBULA.

En la tercera y ultima fase de experimentacion animal los perros fueron sacrificados
secuencialmente a las dos y cinco semanas de la intervencion implantologica (doce perros a
las dos semanas, y los otros doce a las cinco semanas) con el objetivo de valorar la

osteointegracion en dichos periodos de tiempo.

Para la eutanasia de los animales se siguio la siguiente pauta farmacoldgica:
e (CalmoNeosan® (maleato de acepromazina): 2,5 -3 cc. via i.m. + Imalgene 1000®
(ketamina + clorbutol): 2 cc. via i.m., como premedicacion sedante.

e Dolethal® (pentobarbital sddico): 3 cc. via i.v.

Una vez constatada por el veterinario la muerte del perro, procedimos a la disecciéon y
extraccion de la mandibula para llevar a cabo el estudio histomorfométrico. Para ello,
utilizando un bisturi con hoja del nimero 15 y un periostotomo de Molt, se diseccionaron los
tejidos orales adheridos al cuerpo mandibular. Primero se diseccion6 la mucosa y
musculatura de la cara vestibular, y después la mucosa lingual, tejidos y musculos del suelo
de la boca. Posteriormente, con la ayuda de un micromotor (Microproccesor Vmax Volvere
NE 120®, Nakanishi INC.) y una fresa de osteotomia, con irrigaciéon con suero salino,
realizamos dos cortes transversales en ambos lados del cuerpo mandibular, con un margen

distal de aproximadamente 10 6 15 mm con respecto a los Gltimos implantes colocados, y se
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procedié de forma cuidadosa a la extraccion de la mandibula. Esta se introdujo en un
recipiente de plastico herméticamente cerrado con formaldehido 3.7-4.0%, tamponado a
pH=7 y estabilizado con metanol DC (Panreac DC ref. 252931.1214).

Las mandibulas en formaldehido se enviaron al Departamento de Ciencias Clinicas
Veterinarias de la Universidad de Santiago de Compostela para realizar el andlisis

histomorfométrico.

2. OBTENCION Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

2.1. METODO DE OBTENCION DEL PLASMA Y GLOBULOS
ROJOS.

Para la obtencion del plasma y globulos rojos utilizamos los siguientes materiales: goma
elastica para venopuncion, torundas de algodon, alcohol 96°, tubos para sistema Vacutainer®
de 3 ml libres con anticoagulante (K3 EDTA 5.4mg.), gradilla de acero esterilizable, jeringas
de 10 ml de capacidad para extraccion sanguinea y agujas de calibre grande para evitar la
hemolisis.

Las muestras de sangre se extrajeron mediante puncion venosa periférica en la vena cefalica
de la extremidades anteriores del perro, y siempre a la misma hora (9:30-10 h a.m.). La
sangre se distribuyd en diferentes tubos con EDTA-K; como anticoagulante,
aproximadamente 3 ml en cada tubo, de forma cuidadosa (haciéndola deslizar sobre las
paredes del tubo) para evitar la lisis de los hematies, colocando los tubos verticalmente en
una gradilla situada en un recipiente con agua helada a 0-4° C. A continuacién la sangre se
centrifugd durante 10 minutos a 4000 rpm a 4° C. Tras la centrifugacion y obtencion del

plasma se hicieron las siguientes alicuotas (Figura 5):

-62-



MATERIAL Y METODOS

» 500 pl para la determinacion de la peroxidacion lipidica (LPO).

» 200 pl para la determinacion de nitritos (NO; ).

Tras la obtencion de las alicuotas plasmaticas se realizaron dos lavados de los globulos rojos
sedimentados con suero fisioldgico (solucion isotonica NaCl 0.9%), centrifugando cada vez a
a 4000 rpm durante 10 min a 4° C. Los hematies lavados resultantes se alicuotaron para la
determinacion de los siguientes parametros:

» 50 pl para medir la actividad de la glutation peroxidasa (GPx).
50 pl para medir la actividad de la glutation reductasa (GRd).
50 pl para la determinacion del glutation reducido (GSH).

200 pl para la determinacion del glutation oxidado (GSSG).

vV V V¥V V¥V

10 pl para la determinacion de Hemoglobina (Hb).

Obtencion muestras sangre: Puncion venosa periférica v. cefalica extremidad anterior

PLASMA i P - P GLOBULOS
sl et Centrifugacion: 500 g, 15 m|n. 4°C ROJOS

l

2 lavados
2.5 ml salino
5000 g, 5 min., 4°C

LPO NITRITOS

500l 200 pl A
T n—r '=l-\
GPx GRd GSH GSSG Hb
50 ul 50 pl 50 ul 200 pl 10 ul

FIGURA 5. Procesamiento de las muestras sanguineas.
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Todas las alicuotas, plasmaticas y de globulos rojos se guardaron a -80°C hasta su posterior
procesamiento. Es importante destacar que no se hizo ninguna manipulacion hasta el dia en

que se realizaron las determinaciones.

2.2. PREPARACION HISTOLOGICA DE LAS MUESTRAS DE
TEJIDO OSEO.

Tanto la preparacion como el analisis histologico de las muestras de tejido 6seo fueron
realizados en el Laboratorio de Implantes de la Unidad de Cirugia, Departamento de Ciencias

Clinicas Veterinarias de la Universidad de Santiago de Compostela.

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

metacrilato descritas por Donath'®, realizando los pasos que siguen:

2.2.1. Fijacion

Se realiz6é mediante inmersion de los bloques en formol al 10% durante un minimo de dos

semanas debido al gran tamafio del fragmento 6seo.

2.2.2. Deshidratacion

Se realiz6 mediante pases sucesivos de los segmentos 6seos por alcoholes de distinta

concentracion bajo agitacion constante, como se indica a continuacion:

e 70 % alcohol durante tres dias.
e 80 % alcohol durante tres dias.
e 96 % alcohol durante tres dias.
e 100 % alcohol durante tres dias.

e 100 % alcohol durante tres dias.

-64-



MATERIAL Y METODOS

2.2.3. Infiltracion

La infiltracién plastica se hizo mezclando glicolmetacrilato (Technovit 7200%, VLC - Heraus
Kulzer GMBH, Werheim, Alemania) y peréxido de benzoilo (BPO®: Heraus Kulzer GMBH,
Werheim, Alemania) al 1% con alcohol etilico a distintas concentraciones, finalizando con
dos infiltraciones de glicolmetacrilato puro, bajo agitacion constante, segin el siguiente

procedimiento:

e Technovit 7200® + BPO: alcohol | (30:70) durante tres dias.
e Technovit 7200® + BPO: alcohol | (50:50) durante tres dias.
e Technovit 7200® + BPO: alcohol | (70:30) durante tres dias.
e Technovit 7200® + BPO | (100) durante tres dias.

e Technovit 7200® + BPO | (100) durante tres dias en vacio.

2.2.4. Inclusion y polimerizacion

Para llevar a cabo la inclusioén se introdujeron las muestras de tejido en unos moldes de
polietileno que posteriormente se llenaron con resina (Technovit 7200®) bajo el efecto del

vacio.

La polimerizacién tuvo lugar en dos pasos:

» Paso 1: usando una luz de baja intensidad (manteniendo los moldes a una
temperatura por debajo de 40° 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.
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Este paso tiene una duracion de doce horas, debido al gran grosor de nuestras
muestras.
Por ultimo, permanecieron en la estufa durante 24 horas para que el BPO terminara su

proceso de polimerizacion.

2.2.5. Preparacion 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 drea de interés mas cerca de la superficie del bloque. Esto se
realizd con la ayuda de una sierra de banda (Exakt 300), e irrigando para evitar el
sobrecalentamiento de la muestra, que deterioraria los tejidos que rodean al implante.
Después se procede a realizar una radiografia del especimen en dos proyecciones para hacer
un corte del implante por la mitad. Una vez cortado por la mitad los bloques se montaron en
una lamina acrilica con ayuda de una resina (Technovit 4000° - Heraus Kulzer GMBH,
Werheim, Alemania) mediante el empleo de una prensa de pegado y una bomba de vacio,
que sujeta el porta a la parte superior de la prensa. La resina se extendio por la parte de atras
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 polimerizacién finaliz6 el bloque estuvo listo para ser pulido.

2.2.6. Preparacion 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 nimero 1200. Tras realizar esta practica, y con la ayuda de la prensa de
fotopegado y una resina especifica (Technovit 7210° - Heraus Kulzer GMBH, Werheim,

Alemania) la cara a estudiar se pegd en el porta definitivo. Posteriormente, utilizando una
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sierra de banda (Exakt 400, System, Aparatebau GMBH, Hamburg, Alemania) y un
portamuestra de vacio, se realizd un corte preliminar obteniendo una seccion fina de 200
micras aproximadamente. Esta seccion 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.

-67-



CARLOS ARANA MOLINA

2.2.7. Tinciones

TINCION DE LEVAI LACZCO

Procedimiento:

constante.

Lavado con agua corriente dos veces.

Lavado con agua corriente dos veces.

Lavado con agua corriente dos veces

U I

individualmente en esta tincion.

8. Lavado con agua corriente y secado.

1. Sumergimiento en perdxido de hidrégeno (H,O,) al 30% durante 5 minutos con movimiento

Descalcificacion de la superficie con acido acético (CH;COOH) durante 1 minuto.

Sumergimiento en la Soluciéon A durante 20 minutos

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

Solucion A

Materiales

Una parte de Azur II con una parte de azul de

metileno y dos partes de Na,CO; (1%).

Las soluciones deben ser filtradas antes de su

uso.

»Solucion A:

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

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

Na,CO; (Merck Art. No. 6392) a 1% en agua
destilada.

»Solucion B:

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

agua destilada.

TABLA 3. Tincion de LEVAI LACZCO.
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3. METODOS ANALITICOS.
3.1. ESTRES OXIDATIVO

3.1.1. METODO DE DETERMINACION DE HEMOGLOBINA.

Para la determinacion de la hemoglobina se utilizo el método de la cianmetahemoglobina. El
principio de este método se basa en que el Fe (II) de la hemoglobina, oxihemoglobina y
carboxihemoglobina es oxidado a Fe (III) por el ferrocianuro, dando lugar a la
metahemoglobina que, en presencia de i6n cianuro, origina la cianmetahemoglobina,

compuesto de color rojo y estable, que puede determinarse fotométricamente.

Protocolo:

e En una microplaca se afiaden 150 pl por duplicado de un estdndar equivalente a 20g.
de hemoglobina/dl y normalizado frente al estdndar internacional de referencia
(ICSH).

e Se diluyen en un tubo de poliestireno de 10 ml, 10 pl de la muestra de globulos rojos
en 5.000 pl de reactivo de Drabkin, que contiene ferrocianuro potasico 20 mM y
cianuro potasico 43 mM. A continuacion se agita con vortex.

o Tras agitar las disoluciones con las muestras se afiaden 150 pl de cada una por
duplicado a los pocillos correspondientes de la placa.

e La reaccion resulta en una coloracion roja de la muestra como resultado de la
formacion de cianmetahemoglobina. Aunque este cromdgeno es estable durante ocho

horas, la medida de la densidad oOptica (D.O.) de las muestras se realizd siempre
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dentro de la primera hora de la reaccion en un espectrofotometro de placa (A=540 nm)
(Bio-Tek Power-Wave, Microplate Scanning Spectrophotometer).
e Realizacion de los célculos: (D.O. problema/D.O. estandar) x 20 = concentracion de

hemoglobina, expresada en g/dl.

La hemoglobina es la proteina a la cual referiremos los resultados del resto de los pardmetros
que determinaremos en globulos rojos (actividad enzimatica de glutation peroxidasa y

reductasa, niveles de glutation oxidado y reducido).

3.1.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA GLUTATION
PEROXIDASA (GPx).

El método empleado consiste en una técnica espectrofotométrica indirecta, basado en una
reaccion acoplada con GRd y utilizando cumeno hidroperoxido como substrato'®’. Las

reacciones que tienen lugar son:

(a) R-OOH +2GSH —* »R-OH + GSSG
(b) GSSG + NADPH + H" —S® 4 2GSH + NADP*
De manera que la actividad de la GPx se puede medir indirectamente determinando la
oxidacion del NADPH en el tiempo a una longitud de onda de 340 nm.
Protocolo:
e Se diluyen 50 pl de globulos rojos en 950 pl de tampoén de hemolisis (tampon fosfato-
EDTA 10 mM, pH 6.25, EDTA-Na, 1 mM), se deja cinco minutos en reposo y a

continuacion se centrifuga a 20.000 g, 10 min, 4° C.
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e Se prepara una solucién extemporanea de trabajo B con 10 ml de tampon A (tampdn
fosfato-EDTA 100 mM, pH 7.5, EDTA-Na, 1 mM), al que se le afiaden 2.8 mg de
azida sodica, 13.2 mg de GSH, 1.78 mg de NADPH y GRd (0.5 U/ml).

e Como substrato de reaccion para la enzima se utiliz6 cumeno hidroperéxido disuelto
al 0.1% en tampon A.

e Seincuban 10 pl de muestra en una microplaca durante 4 minutos a 37° C con 240 pl
de solucion de trabajo B.

e Tras la incubacion se afiaden 10 ul de cumeno hidroperoxido al 0.1% para iniciar la
reaccion y se mide la absorbancia a 340 nm durante tres minutos en un
espectrofotometro de placa (Bio-Tek Power-Wave, Microplate Scanning
Spectrophotometer). En todas las determinaciones se resta la oxidacion no enzimatica
del NADPH sustituyendo los 240 pl de la solucion de trabajo B por NADPH 0.2 mM.

e Laactividad de la GPx se expresa en umol/min/g Hb.

3.1.3. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ENZIMATICA GLUTATION
REDUCTASA (GRd).

167 Este método

La medida de la actividad de la GRd se realiz6 siguiendo el método de Jaskot
se basa en el mismo principio que el anterior, es decir, cuantificar la oxidacion del NADPH
en el tiempo como consecuencia del proceso de reduccion del GSSG. La reaccion que tiene

lugar es la siguiente:

GSSG + NADPH + H" —SR4 , 2 GSH + NADP"
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Protocolo:

Se diluyen 50 ul de globulos rojos en 950 pl de tampoén de hemolisis (tampdn fosfato-
EDTA 10 mM, pH 6.25, EDTA-Na, 1 mM), se deja cinco minutos en reposo y a
continuacion se centrifuga a 20.000 g, 10 min, 4° C.

35 ul de muestra se afiaden a 465 pl de una solucién extemporanea de trabajo C
compuesta por tampoén A 'y GSSG 2 mM.

Tras una incubacion a 37° C durante cuatro minutos, se afiaden 8.5 pul de NADPH 9.5
mM para disparar la reaccion y la oxidacion del NADPH se mide durante tres minutos
a 340 nm en un espectrofotometro de cubeta (UV1603 Shimadzu spectrophotometer).

En todas las determinaciones se resta la oxidacion no enzimatica del NADPH
sustituyendo los 465 pl de solucion de trabajo por tampon A.

La actividad de la GRd se expresa en umol/min/g Hb.

3.1.4. DETERMINACION DE LOS NIVELES DE GLUTATION

El glutation oxidado y reducido fueron medidos mediante un ensayo fluorimétrico'®.

REDUCIDO (GSH) Y GLUTATION OXIDADO (GSSG).

68

Cuantificacion GSSG.

Previamente se hemoliz6 y desproteinizo la muestra afiadiendo a 200 ul de globulos
rojos, 400 ul de acido tricloroacético al 10% y 200 ul de tampén de hemdlisis
(tampon fosfato-EDTA 10 mM, pH 6.25, EDTA-Na, 1 mM), y centrifugando a
20.000 g durante 15 minutos a 4° C, obteniendo el sobrenadante que utilizaremos para
la medicion de GSSG.

Se utilizo una modificacion del método de Cohn y Lyle'®’.
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Se incubaron 200 pl del sobrenadante con 40 ul de N-etilmaleinimida (NEM) durante
40 minutos a temperatura ambiente. La NEM previene la oxidacién del GSH presente
en la muestra a GSSG.

Tras la incubacion, se afiaden 760 pl de NaOH 0.1 N.

A continuacién se afiaden a los pocillos de una microplaca 10 pl de la muestra con
NEM y NaOH, 10 pl de oftalaldehido (OPT) y 180 ul de NaOH. EL OPT reacciona
con el GSSG a pH alcalino, emitiendo fluorescencia en proporcion directa a la
cantidad de GSSG presente.

Se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se lee la fluorescencia en un
fluorimetro de placas (FLy 800 Microplate Fluorescence Reader, Bio-Tek
Instruments, Inc).

Para cuantificar el GSSG se compard la fluorescencia emitida por las muestras con las
de una curva de disoluciones estandar con concentraciones conocidas de GSSG.

Los valores de GSSG se expresan en pumol/g Hb.

Cuantificacion GSH.

Previamente se hemoliz6 y desproteinizé la muestra afladiendo a 50 pl de globulos
rojos, 1000 pl de acido tricloroacético al 10% y 950 ul de tampon de hemolisis
(tampon fosfato-EDTA 10 mM, pH 6.25, EDTA-Na, 1 mM), y centrifugando a
20.000 g durante 15 minutos a 4°C, obteniendo el sobrenadante que utilizaremos para
la medicion de GSH.

En los pocillos de la microplaca se anadieron 10 pl de la muestra, 10 pul de OPT y 180

ul de tampon fosfato-EDTA 100 mM, pH 8.0, EDTA-Na; 5 mM.
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e Se incuba 15 minutos a temperatura ambiente y se lee en un lector de fluorescencia
(FLx 800 Microplate Fluorescence Reader, Bio-Tek Instruments, Inc).

e Para cuantificar el GSH se comparo6 la fluorescencia emitida por las muestras con las
de una curva de disoluciones estandar con concentraciones conocidas de GSH.

e Los valores de GSH se expresan en umol/g Hb.

3.1.5. DETERMINACION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA (LPO).

El indice de peroxidacion lipidica se determind cuantificando el malonildialdehido (MDA) y
4-hidroxinonenal (4-HNE) presentes en la muestra, los cuales son importantes productos de
descomposicion de los perdxidos derivados de los acidos grasos poliinsaturados y sus ésteres
relacionados. Las concentraciones de MDA y 4-HNE proporcionan un indice apropiado de la
peroxidacion lipidica'”’.
Estos aldehidos reaccionan con el agente cromogénico, el N-metil-2-fenilindol (NMFTI), a una
temperatura de 45° C. La condensacion de una molécula de MDA o 4-HNE con dos
moléculas de NMFI produce un cromoforo estable que en presencia de acido
metanosulfonico tiene una absorbancia maxima de 586 nm.
Se utilizé un kit comercial (Bioxytech LPO-586 Assay; OXIS International Inc., Portland,
Oregon, USA) que contiene el reactivo cromégeno NMFI para la reaccion.
Protocolo:

e En tubos de vidrio limpios, se afiaden 200 pl de plasma de cada perro y 650 ul de

reactivo R1 (compuesto por 0.5337 g de NMFI en 250 ml de acetonitrilo) diluido al

75% en metanol.
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e Tras agitar durante 3-4 segundos, se afiaden 150 pl de reactivo R2 (4cido
metanosulfonico) y se cierran los tubos.

e Los tubos tapados se introducen en un bafio y se incuban durante 40 minutos a 45° C.

e Transcurrida la incubacion, se colocan los tubos en agua helada a 0-4° C para parar la
reaccion y las muestras se centrifugan a 4.000 rpm durante 15 minutos a 4° C.

e Las muestras que presentan turbidez tras la centrifugacion, se vuelven a centrifugar
4.000. rpm durante 5 minutos a 4° C.

e A continuacion se afiaden 200 pl de la curva estandar y 200 pl del sobrenadante de las
muestras, por duplicado, a una microplaca, midiendo la absorbancia a 586 nm.

e Para construir la curva estandar, se utilizaron diluciones seriadas de concentracion
conocida de 4-hidroxinonenal 10 mM en acetonitrilo.

e Los valores de LPO se expresan en nmol/ml.

3.1.6. DETERMINACION DE LOS NIVELES PLASMATICOS DE
NITRITOS.

Dado que el NO- es una molécula altamente inestable y de vida media muy corta, la medida
directa de su concentracion in vivo resulta dificil. La cuantificacion de nitratos y nitritos, que
son derivados mas estables, en los fluidos orgéanicos y en los tejidos, proporciona un método
util de estimacion indirecta del NO« producido enddégenamente.

El NO- reacciona rapidamente con el agua para producir nitritos, siendo la concentracion de
¢éstos directamente proporcional a la cantidad de NOe. A su vez, los nitritos se oxidan
facilmente en solucion acuosa y a pH 7.4 a nitratos, lo que ocurre normalmente en el

organismo en proporcion variable. Por tanto, para poder determinar feacientemente la
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concentracion de NOe, es necesario determinar los niveles de nitritos y nitratos. El método
que utilizamos en el laboratorio sirve para determinar nitritos. Esta técnica se basa una
reaccion colorimétrica por medio de la reaccion de Griess'’'. El reactivo de Griess, formado
por naftil-etilen-diamina (NEDA) y sulfanilamida, se combina con los nitritos para formar un
compuesto nitrogenado coloreado. La intensidad del color purpura producido es proporcional
a la cantidad de cromdgeno formado y, en consecuencia, a la cantidad de nitritos existentes
segun la ley de Lambert-Beer.

Para determinar nitratos, lo que hacemos es reducirlos a nitritos previamente, para después
determinar éstos por el método anteriormente descrito. Para dicha reduccion utilizamos las
enzimas nitrato reductasa (NRd), que reduce los nitratos a nitritos a expensas del NADPH, y
glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (GP6DH), que recicla el NADPH a partir del NADP"
producido, evitando que la reacciéon de la NRd se detenga por falta de cofactores. Estas
reacciones se esquematizan de la siguiente forma'’*:

(a) NOs;~+NADPH + H' —% 5 NO,”+ NADP" + H,0

(b) H,0+NADP" + G6P —S | 6. PG + NADPH + H"

Protocolo:
e Desproteinizacion del plasma: 130 pl de muestra + 26 pl acido sulfosalicilico 6%.
e Se agita y se incuba 30 minutos a temperatura ambiente agitando cada 5 minutos.
e Se centrifuga 15 minutos a 10.000 gy a 4° C.

e Se toman 50 pl por duplicado del sobrenadante.
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En un tubo eppendorff se mezclan los siguientes reactivos para preparar el medio de

reaccion:
e Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH) (50 mU/muestra) ...... 2l
o Glucosa 6-fosfato (G6P) (750 uM/muestra) ..........ccceeeveeveennnnnn. 3,75 ul
e Nitrato reductasa (NR) (30 mU/muestra) .........cccceeeveeeveerneennennnen. 12 ul
e Tampon fosfato (14 mM, pH =7,4) ...ccovvveevireeieeieeeeeeeen 18,25 ul

En una microplaca se afiaden:

50 pl de muestra

4 ul de NaOH

36 ul de medio de reaccion

10 ul de NADPH (concentracion 3 pM/muestra)

Se agita en vortex

Se incuba 90 minutos a temperatura ambiente tapada con papel aluminio

Pasados los 90 minutos se afiaden 100 pl de reactivo de GRIESS y se incuba 10
minutos a temperatura ambiente

Se mide la absorbancia a 540 nm frente a una curva estandar construida con nitrito
sodico (NO;Na) en un espectrofotometro de placa (Bio-Tek Power-Wavey
Microplate Scanning Spectrophotometer).

La concentracion de nitritos se expresa en nmol/ml.

EVALUACION HISTOLOGICA E HISTOMORFOMETRICA.

La histomorfometria es una valoracién cuantitativa que permite la medicion bidimensional

(anchura, longitud, perimetro y area) y tridimensional (volumen, anchura y superficie) en

diferentes tejidos vivos, entre ellos el tejido 6seo. La evaluacion histologica del hueso se ha
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visto limitada durante afios por las dificultades técnicas, de tal manera que antes de 1960 se
realizaban tUnicamente técnicas de decalcificacion que permitian obtener un tejido lo
suficientemente blando para incluirlo en parafina. Sin embargo, esta técnica presentaba una

. . . 173
serie de inconvenientes " :

e No distinguia el hueso mineralizado del no mineralizado.

e En la mayoria de los casos se producian fendmenos de retraccion de la interfase
hueso/médula 6sea que dificultaban la evaluacion de las células que intervienen en el
remodelado.

e Imposibilitaba el estudio de la dindmica dsea mediante marcaje con tetraciclinas.

Con el desarrollo técnico de medios duros de inclusion (mondmeros plésticos) y de

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

realizar nuevos estudios.

Los parametros histomorfométricos resultan de relacionar entre si una serie de recuentos y
mediciones efectuadas en el tejido 6seo, permitiéndonos definir cuantitativamente las
caracteristicas estructurales y funcionales del hueso en condiciones normales, patoldgicas o

experimentales'”.

En nuestro estudio, para el analisis histomorfométrico se procedid a la captura de las
imagenes con un microscopio 6ptico (Olympus CH30, Nagano, Japon), al que se le acopld
una camara digital (Olympus DP12, Nagano, Japdén). La captura de las imagenes se realizd

con un objetivo de cuatro aumentos, y utilizando filtros para polarizar la luz. El anélisis de
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imagenes se realizd con el programa informatico Microimage 4.0® (Olympus Optical Co.,

Hamburgo, Alemania).

Los parametros histomorfométricos analizados en nuestro estudio fueron los siguientes

(Figura 6)'"°:

®» BCP (Bone-to-implant contact ratio):

El parametro BCP corresponde al porcentaje de integracion o ratio de contacto 0seo, y se
define como el hueso en contacto directo con el implante en relacion 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:

BCP = (longitud superficie del implante en contacto directo con hueso/ longitud

total del implante) x 100

®» HUESO PERIIMPLANTARIO TOTAL (Periimplant bone area):

Para determinar la densidad o6sea alrededor del implante se utilizaron en la histometria
pequefios rectdngulos formados por una linea que une los picos de las roscas de los
implantes, y a una distancia de un milimetro de éstas (dimensiones aproximadas del
rectangulo: 1 mm x 1,2 mm) (Figura 6); de esta manera, el hueso periimplantario total se
define como el area de hueso dentro de los rectangulos dividida entre el area total de tejido en
el interior de los mismos (aproximadamente 1.247.227 micras cuadradas) (x 100). En cada

implante se determinaron ocho rectdngulos y se calcularon la media y el total de las areas. El

-79-



CARLOS ARANA MOLINA

resultado final es la media de los porcentajes de hueso de todos los rectangulos alrededor del

implante.

®» HUESO INTERROSCA (Inter-thread bone area):

Se define como el 4rea de hueso dentro de las roscas del implante dividida entre el area total
de tejido comprendida en las mismas (el 4rea de cada tridngulo interrosca tiene
aproximadamente una superficie de 155.993,40 micras cuadradas) (Figura 6). 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 determin6 ademas el porcentaje de
tejido conjuntivo, que resulta de restar al area total (100%) el porcentaje correspondiente de
tejido dseo. Por tanto, la relacion entre hueso y tejido conjuntivo es inversa, es decir, a mayor

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

HUESO PERIIMPLANTARIO:
* Rectangulo 1 mm ° 1,2 mm
* 8 rectangulos/implante

BCP: bone-to-implant contact

ratio o porcentaje de contacto _

0seo.

=——p | HUESO INTERROSCA

FIGURA 6. Representacion de los parametros de osteointegracion determinados
en el estudio histomorfométrico.
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% PORCENTAJE DE NEOFORMACION OSEA.

Se define como el area de hueso nuevo formado tras la colocacion del implante. Puede ser
consecuencia del proceso de remodelado del hueso ya existente, o de la formacion de nueva
matriz osteoide tras la diferenciacion de células preosteoblasticas, que llegan a través de los
vasos sanguineos al lecho alveolar. El hueso neoformado se localiza fundamentalmente entre

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

4. ANALISIS ESTADISTICO.

Todos los datos se expresan como valor medio + error estandar de la media (SEM). Para
analizar las diferencias entre las distintas variables se utilizd el test de la # de Student (y en su
caso el test aproximado de Welch) para muestras apareadas o independientes segin procedio.
Los célculos se realizaron con la version 11.0 del programa SPSS con licencia de la
Universidad de Granada (N° Licencia: 7837432). El nivel de significacion estadistica se

establecio en P<0.05.
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Los resultados obtenidos tras la realizacion de las distintas determinaciones experimentales
se describen a continuacion. Se exponen las variables analizadas en relacion al estrés
oxidativo, y posteriormente los marcadores de osteointegracion obtenidos tras el estudio

histomorfomeétrico.

1. ESTRES OXIDATIVO.

Como se indico6 en material y métodos, para la valoracion del estrés oxidativo se
establecieron tres grupos de estudio:
e Grupo basal: correspondiente a las determinaciones de los parametros de estrés
oxidativo en los 24 perros una hora antes de las exodoncias.
e Grupo control: compuesto por 12 perros que no recibieron ninglin tratamiento topico
tras las exodoncias.
e Grupo tratado con melatonina topica tras las exodoncias, compuesto igualmente por

12 perros.

En la Tabla 4 se muestran los valores numéricos de las distintas variables en los tres grupos
estudiados.
La exposicion de los resultados se hard siguiendo las graficas explicativas para cada una de

las variables.
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1.1. ACTIVIDAD DE LA GLUTATION PEROXIDASA (GPx) Y
GLUTATION REDUCTASA (GRad).

En la Figura 7 se aprecia la actividad de las enzimas GPx (A) y GRd (B) en los grupos basal,
control y tratado con melatonina. El grupo control, que no recibi6é ningun tratamiento topico
tras las exodoncias, presentd 24 horas después de las mismas un aumento en la actividade de
ambas enzimas, GPx (P<0.01) y GRd (P<0.05), en comparacion con los niveles basales. Los
perros tratados con melatonina mostraron igualmente un aumento significativo en la
actividade de GPx (P<0.05) y GRd (P<0.001) 24 horas después de la intervenciéon en

comparacion con los valores basales.

Por otra parte, al comparar la actividad de las dos enzimas un dia después de las exodoncias
entre los perros control sin tratamiento topico y los tratados con melatonina, podemos
observar como la melatonina aumenté significativamente la actividad de la GRd (P<0.05)

con respecto al grupo control.
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Figura 7. Actividad de las enzimas glutation peroxidasa (GPx) (A) y glutation reductasa (GRd) (B)
en los grupos basal, control y tratado con melatonina. * P<0.05; ** P<0.01 y *** P<0.001 vs. grupo

basal; ¥ P<0.05 vs. grupo control.
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1.2. NIVELES DE GLUTATION REDUCIDO (GSH), GLUTATION
OXIDADO (GSSG), GLUTATION TOTAL (Gt) Y COCIENTE
GSSG:GSH.

En la Figura 8 se representan los niveles de GSH (A), (GSSG) (B), glutation total (Gt) (C) y
cociente glutation oxidado/glutation reducido (GSSG:GSH ratio) (D) determinados en
glébulos rojos de los 24 perros en condiciones basales, y un dia después de la intervencion en

el grupo control y en el grupo tratado con melatonina.

Podemos observar que aunque no existan diferencias apreciables en los niveles de glutation
total entre los tres grupos de estudio, un dia después de las exodoncias los perros del grupo
control sin tratamiento mostraron niveles significativamente mayores de GSSG (P<0.05) con
respecto a antes de la intervencion, al igual que una tendencia a la disminucién, aunque no
significativa, en los niveles de GSH. Por tanto, el cociente GSSG:GSH fue
considerablemente mayor (P<0.001) en los perros del grupo control con respecto a los

valores basales una hora antes de las exodoncias.

Se puede apreciar por otra parte, como la melatonina recuperd los niveles de GSH (P<0.05) y
disminuy6 los de GSSG (P<0.05) con respecto a los perros del grupo control que no
recibieron tratamiento topico. Asi, el tratamiento con melatonina disminuy6
considerablemente el cociente GSSG:GSH con respecto al grupo control (P<0.001), hasta
alcanzar practicamente los valores obtenidos en condiciones basales una hora antes de las

exodoncias.
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Figura 8. Niveles de glutation reducido (GSH) (A), glutation oxidado (GSSG) (B), glutation total
(Gr) (C) y cociente glutation oxidado/glutation reducido (GSSG:GSH ratio) (D) determinados en
globulos rojos en los grupos basal, control y tratado con melatonina. * P<0.05 y *** P<0.001 vs.

grupo basal; * P<0.05 y " P<0.001 vs. grupo control.
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1.3. NIVELES DE PEROXIDACION LIPIDICA (LPO) Y DE
NITRITOS (NO; ).

En la Figura 9 se muestran los niveles plasmaticos de LPO (A) y NO, (B) en los tres grupos
de perros estudiados. Podemos observar como la LPO aument6 significativamente en los
perros del grupo control sin tratamiento postexodoncias con respecto al grupo basal
(P<0.001). Los perros del grupo tratado con melatonina no mostraron cambios significativos
un dia después de las exodoncias con respecto a los valores basales de LPO, mostrando

niveles inferiores a los perros del grupo control sin tratamiento (£<0.001).

Con respecto a los niveles plasmaticos de nitritos podemos observar como siguen un camino
paralelo a la LPO. De esta forma, encontramos elevados niveles de NO, un dia después de
la intervencion en el grupo control con respecto a las determinaciones basales (P<0.001),
mientras que en los perros que recibieron melatonina obtuvimos valores de NO, inferiores
con respecto al grupo basal (P<0.01). La melatonina dismininuyd igualmente de forma
significativa los niveles de nitritos un dia después de la intervencion con respecto al grupo

control que no recibi6 tratamiento postexodoncias (P<0.001).
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Figura 9. Niveles plasmaticos de peroxidacion lipidica (LPO) (A) y nitritos (NO, ) (B) en los
grupos basal, control y tratado con melatonina. ** P<(0.01 y *** P<0.001 vs. grupo basal;

## P<0.001 vs. grupo control.
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Tabla 4. Parametros de estrés oxidativo en condiciones basales y después de las exodoncias en el grupo control y tratado con

melatonina.
PARAMETROS ESTRES BASAL (n=24) GRUPO CONTROL GRUPO
OXIDATIVO (n=12) MELATONINA (n=12)

GPx (umol/min/g Hb.) 72.08 +4.35 92.29 + 4,02 ** 86.32 £2.32 *
GRd (umol/min/g Hb.) 1.27+0.071 1.58£0.14 * 1.98 + 0.08 ***:*
GSH (umol/g Hb.) 3.81+0.11 3.36+0.15 4.03+0.19"
GSSG (umol/g Hb.) 1.56 £ 0.09 2.05+0.16 * 1.65+0.14"
Cociente GSSG / GSH 0.41 +0.03 0.61 + 0.04 *** 0.4 +0.02 ™
GLUTATION TOTAL (umol/g Hb.) 537+0.16 5.41+0.27 5.68 +0.32
LPO (nmol/ml) 6.63 +0.49 16.13 £ 1.79 *** 575+ 0.66 ™
NITRITOS (nmol/ml) 40.44 +2.08 69.04 + 6.13 *** 26.33 + 3.47 #xH

Los datos se expresan como valor medio + error estandar de la media (SEM).

Las determinaciones se realizaron una hora antes de realizar las exodoncias (grupo basal) y a las 24 horas de la intervencion. El
grupo control no recibidé ningun tratamiento topico tras las exodoncias, y en el grupo tratado con melatonina, ésta se aplicd en
forma topica en las heridas de los alveolos dentarios.

* P<0.05; ** P<0.01 y *** P<0.001 vs. grupo basal; # P<0.05; ## P<0.01 y ### P<0.001 vs. grupo control.
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2. OSTEOINTEGRACION.

Para estudiar el efecto de la melatonina sobre la osteointegracion de los implantes dentales,
se procedi6 al sacrificio de la mitad de los perros a las dos semanas de la intervencion, y se
realizd el analisis histoldgico de las muestras. A cada perro se le colocaron dos implantes
control y dos implantes con melatonina topica. Por tanto, al final tuvimos un total de 24
implantes control sin tratamiento, y 24 implantes impregnados con melatonina topica (n = 24
en los dos grupos). Hemos de senalar que en este periodo de dos semanas se perdieron dos
implantes del grupo control.

A continuacién se describen los resultados obtenidos en relacion a los distintos parametros

histomorfométricos de osteointegracion (Tabla 5):

2.1. BCP (BONE-TO-IMPLANT CONTACT RATIO).

En la Figura 10 se representa el porcentaje de contacto 6seo en los implantes control y en los
implantes impregnados con melatonina topica. Se puede apreciar como dos semanas después
de la intervencion, la melatonina aumenté de forma significativa (P<0.0001) el perimetro de
hueso en contacto directo con los implantes, en relacion a aquellos del grupo control que no

recibieron tratamiento.

-93.



CARLOS ARANA MOLINA

607
B weLanTEs conTROL
501 77/} IMPLANTES MELATONINA
*k%
O Lol
: T
o
—
S 307
i1
C
S
O
S 20
107
o

Figura 10. Porcentaje de contacto dseo (bone-to-implant contact ratio: BCP) en los implantes control
y tratados con melatonina topica dos semanas después de la intervencion implantologica.

**% P<(0.0001 vs. implantes control.

2.2. HUESO PERIIMPLANTARIO TOTAL (PERIIMPLANT BONE
AREA).

En la Figura 11 se expresa el porcentaje de hueso (A) y tejido conjuntivo (B) en la zona
periimplantaria en los implantes control y tratados con melatonina topica. La melatonina
aumentd significativamente (P<0.0001) la densidad o6sea alrededor de los implantes dos

semanas después de su colocacion.
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La diferencia entre el area periimplantaria total (100%) y el porcentaje de hueso corresponde
a tejido conjuntivo. Por tanto, la relacion entre hueso y tejido conjuntivo es inversa, de
manera que los implantes tratados con melatonina mostraron un menor porcentaje de tejido
conjuntivo (P<0.0001) en la zona periimplantaria dos semanas después de su colocacion en

relacion a los implantes control.

B \PLANTES CONTROL Y/ \MPLANTES MELATONINA

100 100

80 kK 80

60

*k%

% Hueso periimplantario total
% Tej. conjuntivo periimplantario

A B

Figura 11. Porcentaje de hueso total (A) y tejido conjuntivo (B) en la zona periimplantaria
(periimplant bone area) en los implantes control y tratados con melatonina topica dos semanas

después de la intervencion implantologica. *** P<0.0001 vs. implantes control.
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(A)

vascular y
conjuntivo

Imagen 1. Vision histométrica de una seccion sagital de un implante control sin melatonina (A), y
corte histologico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del mismo (B). Las zonas de color
blanco corresponden a tejido vascular y conjuntivo, las de azul mas oscuro a hueso nuevo, y las de
azul mas claro a hueso mas maduro.

Esta imagen refleja los resultados obtenidos en los implantes del grupo control dos semanas después
de la intervencion. Podemos apreciar un bajo porcentaje de tejido 6seo en contacto con el implante, y
una gran cantidad de tejido vascular y conjuntivo, con poca formaciéon de hueso, en la zona

periimplantaria.
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Hueso
maduro
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nuevo

(A)

vascular y
conjuntivo

Imagen 2. Vision histométrica de una seccion sagital de un implante impregnado con melatonina
topica (A), y corte histologico a cuatro aumentos de la zona periimplantaria del mismo (B). Podemos
apreciar, en relacion al grupo control, un mayor porcentaje de tejido dseo en contacto con el implante,
con una mayor formacion de hueso y escasa aparicion de tejido vascular y conjuntivo en la zona

periimplantaria.
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2.3. HUESO INTERROSCA (INTER-THREAD BONE AREA).

En la Figura 12 se representa el porcentaje de hueso y tejido conjuntivo en la zona
interrosca, en los implantes control y tratados con melatonina topica. La melatonina aumenté
significativamente (P<0.05) la densidad Osea entre las roscas de los implantes dos semanas
después de su colocacion, es decir, el porcentaje de tejido conjuntivo fue menor en los

implantes impregnados con melatonina (P<0.05) que en los implantes control.
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Figura 12. Porcentaje de hueso y tejido conjuntivo en la zona interrosca (inter-thread bone area) en
los implantes control y tratados con melatonina tépica 2 semanas después de la intervencion

implantologica. * P<0.05 vs. implantes control.
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2.4. PORCENTAJE DE NEOFORMACION OSEA.

En la Figura 13 podemos observar el porcentaje de neoformacion dsea en los implantes
control y tratados con melatonina topica. La melatonina aumento significativamente
(P<0.0001) la formacion de hueso nuevo dos semanas después de la colocacion de los

implantes.
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Figura 13. Porcentaje de neoformacion 6sea en los implantes control y tratados con melatonina topica

dos semanas después de la intervencion implantologica. *** P<0.0001 vs. implantes control.
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Tabla 5. Pardmetros histomorfométricos de osteointegracion de implantes control e

implantes impregnados con melatonina topica, dos semanas después de la colocacion de los

mismos.

PARAMETRQS IMPLANTES IMPLANTES

HISTOMORFOMETRICOS CONTROL (n=24) MELATONINA (n=24)

BCP (% contacto 6seo) 25.05+2.43 38.73 £ 1.46 ***
Hueso periimplantario total (%) 53.40 +£4.58 73.80 £2.2] ***
Tejido conjuntivo periimplantario (%) 46.60 + 4.58 26.20 £ 2.2] ***
Hueso interrosca (%) 25.08 £3.47 36.3+2.73 *
Tejido conjuntivo interrosca (%) 74.92 £3.47 64.90+2.73 *
Neoformacion osea (%) 28.65+1.92 40.58 £1.52 ***

Los datos se expresan como valor medio + error estandar de la media (SEM).

Los implantes control no recibieron ningun tratamiento. Los implantes del grupo con
melatonina fueron humedecidos con suero fisiol6gico y posteriormente se impregnaron con 2
mg de melatonina pura Helssin Chemicals® en forma de polvo. Se perdieron dos implantes
del grupo control.

*a%k P<0.0001 y * P<0.05 vs. implantes control
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1. ESTRES OXIDATIVO Y EXODONCIAS.

En los ultimos afos las investigaciones dentro del campo biomédico implican a los radicales
libres y a los sistemas de defensa antioxidante en la génesis y el desarrollo de numerosas
patologias como las enfermedades cardiovasculares, diabetes, céancer, enfermedades
inflamatorias y neurodegenerativas (enfermedad de Alzheimer y Parkinson) entre otras ®*'7®
180 En esta linea, trabajos recientes de nuestro grupo de investigacion indican que patologias
sistémicas como la diabetes se manifiestan a nivel oral con un aumento significativo en los
parametros de estrés oxidativo en saliva, y un riesgo notable de desarrollar complicaciones
tanto orales como sistémicas de esta enfermedad'®.

A nivel odontologico, el estrés oxidativo se ha relacionado con diversos procesos
fisiopatoldgicos en la cavidad oral, el mas destacado de ellos la enfermedad periodontal ®™.
Sin embargo, existen pocas referencias en la literatura cientifica que aludan al papel de los
radicales libres y el estrés oxidativo en los procedimientos quirurgicos orales. Aghabeigi et
al. encontraron elevados niveles de NO,™ (estimacion indirecta de la produccion de 6xido
nitrico) tras una cirugia aspirativa de ATM, tanto en pacientes sintomaticos como
asintomaticos’>. Minczykowski ef al. refieren una disminucién de los niveles de HO, y O™
tras la remocion quirtrgica de un granuloma crénico periapical con un importante infiltrado
inflamatorio con predomino de polimorfonucleares neutrofilos”.

En lo que se refiere a las extracciones dentales no existen evidencias directas sobre el papel

que puedan desempefiar los radicales libres. Si existen en cambio datos indirectos, ya que

algunos autores defienden la utilizaciéon de antioxidantes como la vitamina C y E en el
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proceso de cicatrizacion tras una extraccion dental, e incluso tratar complicaciones como la
alveolitis seca con estos compuestos'™ .

Nuestros resultados ponen de manifiesto por primera vez, que existe un incremento del estrés
oxidativo en el periodo post-operatorio inmediato que sucede a la exodoncia, y que este
incremento es neutralizado por la aplicacion topica de melatonina en las heridas alveolares.
Podemos apreciar como un dia después de las exodoncias, los perros del grupo control que no
recibieron melatonina presentaron un aumento significativo en los parametros de estrés
oxidativo medidos en plasma, que puede deberse a varios factores.

En primer lugar, es evidente que existe un proceso inflamatorio como consecuencia de las
extracciones. Las bacterias de la cavidad oral colonizan en mayor o menor grado la parte
superior del codgulo que se forma tras la exodoncia, lo que determina una respuesta
inflamatoria aguda de la mucosa gingival que lo rodea, observandose durante las primeras
24-48 horas postextraccion en la periferia del coagulo un edema por vasodilatacion, con
importante infiltrado de leucocitos polimorfonucleares neutrdfilos, responsables de la

produccion de ROS'™®

. Estas ROS aumentan la sintesis de otras citoquinas proinflamatorias,
factores de transcripcion como el NF-kB y moléculas de adhesion leucocitaria, favoreciendo
la progresion del proceso inflamatorio y la sintesis de otras especies reactivas como NOe y
ONOO™ *.

Tanto las ROS como las RNS producidas localmente como consecuencia del proceso
inflamatorio que sucede a las exodoncias pueden pasar a la circulacion general, con lo que el

estrés oxidativo en la cavidad oral tendria su reflejo a nivel plasmatico. En nuestro estudio, la

sobreproduccion de NO+ y ONOO por la progresion del proceso inflamatorio a nivel local
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se traduce en un aumento muy significativo de los niveles plasmaticos de nitritos en los
perros del grupo control un dia después de la intervencion.

Tanto los ONOO™ como el HO+ son moléculas altamente reactivas y con capacidad de
producir oxidaciones en las células del tejido gingival circundante, y de reaccionar con
proteinas, enzimas, carbohidratos y lipidos de las membranas celulares'®. Este mecanismo
provoca un aumento de la peroxidacion lipidica y de la liberacion de productos de
descomposicion derivados del ataque oxidativo a los 4cidos grasos poliinsaturados. Nuestros
resultados parecen corroborar la secuencia descrita, y muestran como el aumento de especies
reactivas tras las exodoncias se traduce en elevados niveles plasmaticos de MDA y 4-HNE un
dia después de la intervencion.

Aunque el proceso inflamatorio que sucede a la exodoncia es la principal fuente de estrés
oxidativo y nitrosativo, no es la unica. Es evidente que tras una extraccion dentaria hay rotura
de fibras gingivales y lesion de los vasos sanguineos periodontales, y la agresion a la que son
sometidos los tejidos orales produce también muerte celular epitelial a nivel de la insercion
dentaria. Estos hechos contribuirian a aumentar ain mas la peroxidacion lipidica y el estrés
oxidativo generado por el proceso inflamatorio' ™.

Para contrarrestar este aumento del estrés oxidativo, la célula posee sus propios sistemas de
defensa antioxidante, siendo el glutation uno de los mas importantes. Durante el ciclo del
glutation, éste convierte el HyO, a H,O por accion de la GPx. En este proceso, el GSH es
oxidado a GSSG y la GRd restaura los niveles de GSH. Por tanto, condiciones de elevado
estrés oxidativo tienen su reflejo en alteraciones de este sistema. De hecho, el aumento de

ROS y RNS, junto con la sobreproduccion de hidroperdxidos y compuestos aldehidicos
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derivados de la peroxidacién lipidica tras las exodoncias, pueden causar un descenso en los
niveles de GSH por un consumo excesivo, a la vez que por un dafio directo a los enzimas del
ciclo del glutation, principalmente GRd'*>'*’. En nuestro estudio este descenso no llega a ser
significativo en los perros del grupo control. Sin embargo, estos perros si mostraron un
importante aumento del GSSG y del cociente GSSG:GSH un dia después de la intervencion.
Es importante destacar que la relacion GSSG:GSH es uno de los principales y mas sensibles
marcadores de estrés oxidativo intracelular, ya que la desproporcion entre la forma oxidada y
reducida del glutation puede tener importantes consecuencias para la célula'®®. El GSH juega
un papel fundamental en la proteccion celular frente al ataque oxidativo por radicales libres.
Es el principal componente encargado de mantener los grupos sulfidrilos de las proteinas en
su estado reducido y de regular la actividad de diversas enzimas celulares. E1 GSH participa
igualmente en la regulacion de la sintesis de proteinas y de la proliferacion celular™'*’,

En situaciones en las que aumenta la produccion de radicales libres, aumenta paralelamente
la generacion de GSSG a expensas del GSH, que intenta reducir los peroxidos formados por
accion de la GPx. De esta manera se desequilibra la relacion entre GSSG:GSH, aumentando
progresivamente la concentracion de GSSG con respecto a la de GSH'.

Los valores obtenidos en los perros del grupo control sugieren que el estrés oxidativo,
producido como consecuencia de las exodoncias, ha superado la capacidad de la célula para
reducir el GSSG a GSH, con la consiguiente acumulacion de GSSG y alteracion del

equilibrio redox celular. Ademas, los productos de peroxidacion lipidica y el aumento en la

concentracion de GSSG citosolico en respuesta al estrés oxidativo causan una rapida
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ubiquitinizacion y fosforilacion del complejo IkB, que conduce a una activacion del factor
NF-kB y a la propagacion del dafio celular''*'*%.

La alteracion del cociente GSSG:GSH se refleja en cambios en la actividad de las enzimas
del ciclo del glutation. De hecho, nuestros resultados muestran un aumento en la actividad de
la GPx en los perros del grupo control un dia después de las exodoncias, que reflejaria la
activacion de la maquinaria antioxidante, y que se explica ficilmente teniendo en cuenta la
funcion del enzima en su intento por depurar el aumento de H,O,. Aunque la GRd es una
enzima vulnerable al estrés oxidativo y que se dafia facilmente en estas condiciones, nuestros
resultados muestran en cambio un aumento en la actividad de dicha enzima un dia después de
la intervencion. Este aumento podria deberse a un mecanismo compensatorio en un intento

por reducir el exceso de GSSG a GSH y de esta forma contrarrestar el estrés oxidativo

postexodoncias.

2. MELATONINA Y ESTRES OXIDATIVO POSTEXODONCIAS.

Numerosos trabajos publicados hasta el momento describen el efecto protector de la
melatonina en diferentes modelos experimentales de estrés oxidativo'*'"*’. Los resultados
obtenidos en nuestro estudio son los primeros en relacion a la accion antioxidante de la
melatonina in vivo en la cavidad oral, y corroboran los datos encontrados en la bibliografia,
ya que esta indolamina fue capaz de contrarrestar de forma notable el aumento en los
marcadores plasmaticos de estrés oxidativo derivado de las exodoncias.

Al estudiar el grupo de perros al que aplicamos melatonina topica en las heridas alveolares,
podemos apreciar como la melatonina redujo significativamente los elevados niveles de LPO

del grupo control un dia después de las exodoncias, incluso ligeramente por debajo de los
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valores basales. Nuestros resultados coinciden con los trabajos de otros autores que
demuestran que la melatonina es capaz de reducir eficazmente in vivo la peroxidacion de los

194 . . . .,
319 Yamamoto y Tang'®* refieren que la melatonina previene la peroxidacion

lipidos
lipidica inducida por cianuro en ratones. Del mismo modo, el pretratamiento con esta
indolamina redujo la formacién de malonildialdehido (MDA), un indicador de peroxidacion
lipidica, en animales con otitis media, donde existia, como en nuestro trabajo, una respuesta
inflamatoria de base'””. Ademas, segin Gitto y cols. la melatonina aumenta la accion
protectora de otros antioxidantes como vitamina E, vitamina C y GSH contra la oxidacion de
las grasas poliinsaturadas mediada por radicales libres, incrementando claramente su
eficacia’”®. Cuando se comparan bajo condiciones de alto estrés oxidativo in vivo, la
melatonina resulta superior a las vitaminas C y E en la reduccion del dafio oxidativo'*’, algo
que también ha sido demostrado in vitro'”.

Los menores niveles de LPO en el grupo de perros tratados con melatonina demuestran que
¢ésta consigue un alto grado de proteccion lipidica tras las exodoncias, a través de dos
mecanismos principales: 1) interfiriendo directamente con los radicales que inician el
proceso, fundamentalmente OHe y ONOO™, y 2) situandose entre los lipidos de las
membranas celulares gracias a su elevada liposolubilidad y gran capacidad de difusion, de
forma que impediria la oxidacion de los 4cidos grasos poliinsaturados'**'*’.

La disminuciéon en los niveles de MDA y 4-HNE en el grupo tratado con melatonina se
acompafia también de una disminuciéon de ROS y RNS a nivel oral. En relacién a ésto,

podemos observar como la melatonina redujo igualmente los niveles plasmaticos de nitritos

un dia después de la intervencion de forma muy significativa practicamente a la tercera parte
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en comparacion al grupo control sin tratamiento, y a un poco mas de la mitad con respecto a
los valores basales. Este efecto de la melatonina dependeria, al menos en parte, de su
capacidad para depurar directamente NO+ %, Sin embargo, estudios experimentales in vivo
han demostrado que la melatonina es capaz de inhibir tanto la expresion como la actividad de

186,187,201

la iNOS en procesos infecciosos e inflamatorios . A nivel local, el aumento en la

actividad de la iNOS se ha relacionado con distintas enfermedades inflamatorias de la

1’4781 "y es probable que contribuya a la sobreproduccion de NO» y ONOO ™ en

mucosa ora
el proceso inflamatorio que sucede a las exodoncias.. La inhibicion de la iNOS por parte de la
melatonina podria ser responsable de la reduccion en los niveles de nitritos un dia después de
la intervencion, lo que disminuiria el dafio gingival y el estrés oxidativo tras las exodoncias
en la cavidad oral. En relacion a las RNS, la melatonina podria disminuir también el estrés
nitrosativo a nivel local neutralizando directamente el radical ONOO™ 22,

Ademas de su accion directa como depurador de especies reactivas, es importante destacar
llegados a este punto, que uno de los principales blancos donde se centra el efecto
antioxidante de la melatonina es a nivel de la homeostasis mitocondrial del glutation. La
mitocondria es la fuente principal de radicales libres en la célula, donde se producen grandes
cantidades de O, * y H,0,. Para evitar la formacioén de radical HOe, altamente toxico, y
contrarrestar la propagacion del dafio oxidativo, la mitocondria cuenta con sus propios
mecanismos de defensa antioxidante, donde destaca el GSH, que es la principal via
mitocondrial de depuraciéon de H,O,. En condiciones de estrés oxidativo, la melatonina

incrementa el nivel de GSH y reduce el contenido en GSSG, ademas de estimular la actividad

de las dos enzimas antioxidantes dependientes de glutation, la GPx y la GRd, encargadas de
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mantener el equilibrio GSSG:GSH'"7?%. Estas acciones de la melatonina a nivel mitocondrial
se reflejan perfectamente en nuestros resultados, que muestran una considerable reduccion
del cociente GSSG:GSH un dia después de las exodoncias con respecto al grupo control,
recuperando incluso los valores basales.

Ademas de neutralizar el H,O, en la mitocondria, que disminuye el consumo de GSH a
nivel local, un efecto destacado de la melatonina y documentado por numerosos trabajos es la

estimulacion de la expresion y de la actividad enzimatica de la GRd*****

, que explicaria el
aumento de esta enzima un dia después de la intervencion con respecto a los perros que no
recibieron tratamiento. Este aumento en la GRd, contribuiria, segin muestran nuestros
resultados, a una significativa disminucion en los niveles de GSSG del grupo tratado con
melatonina en relacion al grupo control, y a un aumento en los niveles de GSH, reforzando la
capacidad antioxidante a nivel de la cavidad oral. En este sentido, se sabe que la melatonina
también induce la expresion de la y-glutamil-cistein-sintetasa, la enzima limitante en la
sintesis de GSH**. Todo ello facilitaria la normalizacién del cociente GSSG:GSH comentada
anteriormente.

En definitiva, nuestros resultados indican que existe un incremento significativo del estrés
oxidativo en la cavidad oral un dia después de las exodoncias, consecuencia
fundamentalmente del proceso inflamatorio que sucede a las mismas. La melatonina es capaz
de contrarrestar eficazmente este estrés oxidativo, aumentando la defensa antioxidante y
preservando por tanto la integridad celular a nivel oral.

Estos resultados podrian tener importantes aplicaciones clinicas en los procedimientos

quirargicos/inflamatorios de diversa indole que acontecen en la cavidad oral. Si el organismo
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reacciona adecuadamente al acto operatorio, y los sistemas de defensa antioxidante en la
cavidad oral se sobreponen y contrarrestan este dafio oxidativo, la resolucion del proceso y
posterior cicatrizacion acontecerd sin mayores problemas en un corto periodo de tiempo.
Ahora bien, en aquellos pacientes con bajos niveles de defensas antioxidantes, o con
patologias que conlleven por si mismas un aumento del estrés oxidativo (diabetes, parkinson,
trastornos autoinmunitarios, enfermedad periodontal), las ROS y RNS pueden agravar el
dafio en los tejidos orales, y retrasar los procesos de reparacion y regeneracion. En estos
pacientes, la aplicacion topica de melatonina podria ser un arma terapeutica de utilidad ante

posibles complicaciones infecciosas e inflamatorias tras las exodoncias.

3. MELATONINA Y OSTEOINTEGRACION EN LA CAVIDAD
ORAL.

La segunda parte de nuestro trabajo consistié en el estudio de otra funcién de esta indolamina
estrechamente relacionada con la anterior: su accion osteogénica y osteomoduladora a nivel

oral.

Para ello nos propusimos evaluar la accion de la melatonina sobre el proceso de
osteointegracion tras la colocacion de implantes dentales, a nivel mandibular en perros
Beagle, a las dos semanas de la intervencion. Decidimos optar por el perro Beagle por la
capacidad que presenta para imitar la cresta alveolar del humano, siendo su manejo mas
sencillo y su costo menor que los otros tres biomodelos més evolucionados en la escala
filogenética (oveja, minipig, primate). Ademas, este modelo experimental proporciona un
volumen 6seo adecuado para la colocacion de los implantes, similar al del humano, lo cual

seria inviable en otras especies mas pequefias (rata o conejo). Al igual que en nuestro estudio,
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. 207,2
se ha observado en otros trabajos con perros®’’ 2%

que la espera de un periodo de curacion
(ocho semanas) tras las exodoncias se hace indispensable para obtener una cresta alveolar

edéntula, que presente un hueso organizado y unos tejidos blandos cicatrizados y estables

para colocar los implantes.

La relacion entre melatonina y metabolismo 6seo ha sido puesta de manifiesto por numerosos
estudios'>"*®, Segun algunos de sus autores, la melatonina actuaria a nivel 6seo como un
factor de crecimiento local, con efectos paracrinos sobre las células contiguas®*'. De
hecho, se sabe que la melatonina se puede sintetizar a elevadas concentraciones en la médula
6sea. En este sentido, Tan y cols"® detectaron concentraciones muy altas de melatonina en

2 han descrito efectos

médula 6sea, alrededor de 100 veces mas que en suero. Haldar y cols
de la melatonina sobre precursores de células 6seas en médula 6sea de ratas. Adicionalmente,
se sabe también que la indolamina es un importante modulador del metabolismo del calcio, y
es capaz de prevenir ciertas situaciones de osteoporosis e hipocalcemia, probablemente
debido a su interaccion con otros factores de regulacion déseos como la parathormona,
calcitonina o prostaglandinas®'**".

Todos estos datos han de tener sin duda un significado bioldgico, y nuestros resultados
parecen encaminarse en este sentido. A las dos semanas de la colocacion de los implantes, la
melatonina aument6 significativamente todos los pardmetros de osteointegracion de los
mismos: porcentaje de contacto 6seo (BCP), hueso periimplantario total, hueso interrosca, asi
como el porcentaje de neoformacion dsea. De forma general, podemos decir que a las dos

semanas existe una mayor densidad 6sea en los implantes impregnados con melatonina topica

en relacion a los implantes control sin tratamiento

-112-



DISCUSION

La mayor cantidad de tejido 6seo en contacto directo con los implantes que recibieron
melatonina topica (BCP), seria reflejo de una mayor sintesis de matriz 6sea en la zona
periimplantaria, bien por un aumento en el numero o en la actividad de células osteoblasticas,
bien por una inhibicidn en la actividad osteocléstica a este nivel. En efecto, una importante
accion de la melatonina a nivel 0seo se centra sobre las células formadoras de hueso. En este
sentido, distintos estudios sefialan que la melatonina estimula la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos humanos in vitro, asi como la sintesis de colageno tipo [ y
otras proteinas de la matriz 6sea'>>'**?'*. Nakade y cols. observaron como la melatonina, a
concentraciones micromolares, aumento la proliferacion de células 6seas humanas obtenidas
de muestras mandibulares (HOB-M cells), y de una linea celular osteobléstica humana (SV-
HFO), y lo hizo de una forma dosis-dependiente, con un maximo efecto a 50 uM de

concentraciéon'>

. Roth y cols. observaron que la melatonina estimulaba la diferenciacion de
lineas preosteoblasticas, de forma que las células tratadas con melatonina maduraron a
osteoblastos en un plazo de 12 dias, frente a los 21 dias de los preosteoblastos del grupo
control'*®. En nuestro trabajo, el aumento en la proliferacion de los osteoblastos llevado a
cabo por la melatonina, se traduciria en un mayor nimero de estas células a nivel
periimplantario, y la temprana diferenciacion celular aceleraria notablemente la sintesis y
mineralizacion de la matriz osteoide. Todo ello originaria una mayor cantidad de matriz sea
mineralizada alrededor de los implantes con melatonina; de ahi el aumento tan significativo a
las dos semanas en el BCP y hueso periimplantario total.

El hueso de la zona periimplantaria estd sometido a un intenso proceso de remodelado tras la

colocacion del implante, por lo que gran parte de este hueso se encuentra en una fase mas
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avanzada en su formacion, en forma de matriz 6sea ya mineralizada, mientras que existira
también hueso periimplantario en fase de osteoide aun no mineralizado'>**"°. Por tanto, el
proceso de osteointegracion incluye también, ademas de la remodelacion del hueso ya
existente, la formacion de hueso nuevo alrededor del implante, y fundamentalmente en la
zona interrosca®’®*!'’. La melatonina contribuiria notablemente a la neoformacion Osea
alrededor de los implantes al estimular la diferenciacion de nuevos preosteoblastos, que
llegan desde la médula dsea al lecho alveolar a través de los vasos sanguineos. Otra accion de
la melatonina a nivel preosteoblastico que contribuiria a aumentar la formacién de nuevo
tejido 6seo, es la estimulacion de la expresion génica de ciertas proteinas de la matriz 6sea’'”.
Roth y cols. observaron como la melatonina estimulaba, tras un periodo de tiempo de cinco a
nueve dias, la expresion de los genes de la sialoproteina 6sea (BSP), fosfatasa alcalina (ALP)
y osteocalcina (OC)"°.

Todos estos hallazgos estarian en relacion con nuestros resultados, que muestran un mayor
porcentaje de hueso interrosca y de neoformacion dsea en los implantes tratados con
melatonina topica. Una evidencia muy significativa a favor de esta relacion, es que los genes
de gran parte de las proteinas de la matriz 6sea (BSP, ALP, OC, SPARC), contienen la
secuencia de bases (RGGTCA) requerida para la union del receptor nuclear de melatonina
(RZR) a su regién promotora. No obstante, este incremento en la formacion de tejido 6seo
podria estar mediado también por los receptores de membrana de la indolamina, ya que el
tratamiento con luzindol o toxina pertusis es capaz de reducir la expresion de BSP y

ALP156,214
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Dado que el hueso periimplantario estd sometido a un proceso de remodelado tras la
colocacion del implante, si la melatonina estimulara la formacion de tejido dseo por un lado,
pero por otro lado éste se reabsorbiera durante dicho proceso, el aumento en los pardmetros
de osteointegracion pobrablemente no habria sido tan notable en tan corto periodo de tiempo
(dos semanas). Este incremento tan rapido en la formacion de hueso sugiere que la
melatonina estaria actuando simultdneamente a distintos niveles dentro del proceso de
remodelado 0Oseo. Para explicar este hecho hemos de considerar las acciones de esta

indolamina a nivel de la reabsorcidon Osea.

Se sabe que los osteoclastos, células multinucleadas encargadas de la reabsorcion Osea,
poseen superoxido dismutasa y son responsables de la produccion de ROS en el
microambiente dseo, lo que contribuiria a la degradacion de componentes de la matriz dsea
bajo el borde en cepillo, ya que moléculas estructurales de la matriz como el colageno o el
acido hialurénico son susceptibles al dafio oxidativo por radicales libres'®"'*. Los
osteoclastos expresan ademads otra enzima, la fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), que
posee un centro binucleado con un hierro activo que es capaz de reaccionar con el peroxido
de hidrégeno mediante la reaccion de Fenton para producir radical hidroxilo (Fe*” + H,0, —
Fe’™ + OH™ + HOv). El ion férrico formado en la reaccién es capaz de reaccionar también con
H,0, para formar anion superdxido e i6n ferroso (Fe3+ + H,O, — Fe’" + 2H" + 0O;7). Por
tanto, se establece a nivel osteoclastico una secuencia de reacciones que originan HOs y O™
mediante la continua oxidacion y reduccion del hierro activo de la TRAP, lo que hace posible
la sintesis de elevadas cantidades de ROS en la medida en que se encuentre disponible el

. 103
H,0, en el medio .
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La melatonina actuaria a nivel de la laguna osteocléstica, gracias a su capacidad antioxidante
y depuradora de especies reactivas, inhibiendo la reabsorcion ésea'”’>%. Por tanto, el efecto
antioxidante observado en nuestro trabajo en relacioén al estrés oxidativo postexodoncias,
podria tener también su aplicacion a nivel 6seo en la cavidad oral. Ademas, tras la colocacion
de un implante, por cuidadosa que sea la técnica quirdrgica, se produce una zona de necrosis
6sea alrededor de éste y existe una reaccion inflamatoria como consecuencia directa del acto
quirargico'***'®. Los macréfagos y leucocitos procedentes de los vasos periimplantarios

218,219

aumentarian la produccion de radicales libres , los cuales pueden estimular la

<7 r 220,221
reabsorcion 6sea por parte de los osteoclastos™’?'.

Las propiedades antioxidante y
antiinflamatoria de la melatonina contribuirian a atenuar esta reaccion y a frenar la
produccion de especies reactivas, y por tanto la reabsorcion Osea, tras la intervencion
implantoldgica.

Esta inhibicién en la reabsorciéon dsea se veria reforzada por otra accion que ejerce la
melatonina sobre el proceso de osteoclastogénesis. Seglin distintos autores, la aplicacion de la
indolamina en rangos de 5 a 500 uM disminuye de manera dosis-dependiente la expresion de
mRNA de RANK y aumenta tanto los niveles de OPG como de mRNA de OPG en lineas

158

celulares preosteoblasticas MC3T3-E; Esto implicaria que la melatonina a dosis

farmacoldgicas puede causar una inhibicion de la reabsorcion dsea y un incremento en la
masa 6sea por inhibicion de la activacién osteoclastica mediada por RANK '

En resumen, las acciones de la melatonina sobre el tejido dseo, que avalan y dan coherencia a

nuestros resultados, son ejercidas a diferentes niveles:
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e A nivel de la formacion 6sea, estimulando la proliferacion y diferenciacion osteoblastica, y
aumentando la expresion génica de diversas proteinas de la matriz osteoide (sialoproteina
oOsea, fosfatasa alcalina, osteocalcina).

e A nivel de la reabsorcion 6sea, contribuyendo a disminuir la degradacion de la matriz
gracias a su capacidad antioxidante y depuradora de radicales libres, e inhibiendo por otra

parte el proceso de osteoclastogénesis.

El interés de estas acciones sobre el tejido O6seo a nivel de la cavidad oral radica en la
posibilidad de la aplicacién de la melatonina en el acto de colocacion de implantes dentales
endo-6seos, a modo de agente biomimético™?, de modo que pueda mejorar la predictibilidad

de los mismos y las condiciones tisulares iniciales del tejido receptor del implante.

De esta forma, nuestro trabajo se enmarca dentro de las actuales investigaciones y tendencias
en el campo de la implantologia oral, dirigidas hacia la busqueda de nuevas moléculas y
tratamientos de superficie que influyan sobre el metabolismo dseo, y consigan reducir de esta
forma el periodo de osteointegracion y carga de los implantes”***. Con ello conseguimos
dos objetivos fundamentales: mejorar la calidad de vida de los pacientes por una parte, ya que
¢éstos podrian disfrutar en un menor periodo de tiempo de sus protesis implantosoportadas o
implantoretenidas; y por otra parte, conseguir una mayor predictibilidad en nuestros
procedimientos clinicos implantologicos, con un hueso de mejor calidad y mas preparado

biomecanicamente para soportar al implante
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En cualquier caso, las acciones de la melatonina a nivel 6seo no solo serian aplicables en el
campo de la implantologia oral, sino también en otros procesos odontoldgicos como la
enfermedad periodontal, que sabemos que cursa con una progresiva pérdida ésea en sus fases
mas avanzadas. Ademads, estudios recientes han relacionado la enfermedad periodontal con
alteraciones en el complejo OPG/RANK/RANKL. Liu et al.**> han demostrado que el ratio
RANKL con respecto a OPG estd incrementado a favor del primero en pacientes con
periodontitis, encontrandose valores de mRNA de RANKL muy elevados en pacientes con
enfermedad periodontal avanzada, a la vez que la expresion del mRNA de OPG estd muy
disminuida con respecto a sujetos sanos. De esta forma, la inhibiciéon en el proceso de
osteoclastogénesis ejercida por la melatonina, podria complementar su accidon antioxidante a

nivel periodontal.

En definitiva, los resultados presentados en este trabajo de investigacion sitlan a la
melatonina como un potencial agente terapéutico a nivel odontoldégico debido a las
propiedades antioxidante y osteogénica dentro de la cavidad oral, acciones que ya han sido

. 33,138,209
constatadas en el resto del organismo™ "™,
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos en nuestro estudio se deducen las siguientes conclusiones:

1. Existe un aumento del estrés oxidativo en la cavidad oral en el periodo post-
operatorio inmediato a las exodoncias de perros Beagle, que tiene su reflejo a nivel
plasmatico, y que es consecuencia fundamentalmente del proceso inflamatorio que
sucede a las mismas.

2. La melatonina contrarresta de forma eficaz este incremento del estrés oxidativo
después de las exodoncias y refuerza la defensa antioxidante a nivel de la cavidad
oral, a través de la estimulacion en la actividad de la GRd y de un aumento en los
niveles de GSH, asi como de la inhibicion de la peroxidacion lipidica y de la
produccion de nitritos.

3. La melatonina aumenta significativamente la osteointegracion de implantes dentales a
las dos semanas de su colocacion en los perros Beagle, hecho que se manifiesta por
un aumento del hueso periimplantario, hueso interrosca y porcentaje de neoformacion
Osea en relacion al grupo control.

4. La aplicacion topica de melatonina debe ser considerada seriamente como un arma
terapeutica de utilidad ante posibles complicaciones infecciosas e inflamatorias tras
exodoncias, ademas de actuar a modo de agente biomimético en la colocacion de
implantes dentales endo-6seos, de forma que reduciria los periodos de

osteointegracion y carga de los mismos.
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