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RESUMEN:

This cross-section study was designed to assess the effect of topical application of
melatonin to the gingiva on salivary RANKL, osteoprotegrin (OPG) and melatonin
levels as well as plasma melatonin in 30 patients with diabetes and periodontal
diseaseand in a control group of 30 healthy subjects. Salivary RANKL and OPG were
measured by enzyme-linked immunosorbent assay and salivary and plasma melatonin
by radioimmunoassay using commercial kits. Periodontograms were performed using
the Florida Probee. Diabetic patients were treated with topical application of
melatonin(1% orabase cream formula) once daily for 20 days. Patients with diabetes
showed significantly higher mean levels of salivary RANKL than healthy subjects as
well as significantly lower values of salivary OPG and salivary and plasma melatonin.
After treatment with melatonin, there was a statistically significant decrease of the
gingival index, pocket depth and salivary levels of RANKL, and a significant rise in
salivary values of OPG. Changes of salivary OPG levels before and after topical
melatonin treatment correlated significantly with changes in the gingival index and
pocket depth.

Treatment with topical melatonin was associated with an improvement in the gingival
index and pocket depth, a reduction in salivary concentrations of RANKL and increase
in salivary concentrations of OPG, which indicates that melatonin has a favorable effect
in slowing osteoclastogenesis, improving the quality of alveolar bone and preventing

the progression of periodontal disease.
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1. QUE ES LA ENFERMEDAD PERIODONTAL. DEFINICION

La enfermedad periodontal es un estado complejo que puede variar desde la gingivitis a
la destruccion extrema del tejido de soporte dental. Aunque la infeccion bacteriana y la
liberacién de productos bacterianos toxicos desencadenen una serie de procesos que
conllevan al dafio de los tejidos sanos, se encuentran implicados un nimero importante
de acciones de la respuesta inmune del huésped. Sin embargo la etiopatogénesis y la

fisiopatologia de la enfermedad todavia no estan aclaradas.

El término enfermedad periodontal agrupa a una serie de procesos patolégicos que
afectan a los tejidos de soporte de los dientes y que incluye desde la inflamacién
gingival hasta la destruccion de los tejidos de soporte periodontales, dando como
resultado bolsas inflamatorias, recesiones gingivales, y perdida de insercién clinica,
cuyo resultado Gltimo puede llegar a ser la caida del diente (The American Academy of
Periodontology 4™ Edition, 2001).

Se denomina periodonto a los tejidos que rodean al diente y que les sirve de proteccién

y soporte a éstos.

Las respuestas inflamatorias estdn dividas en dos grandes grupos gingivitis y
periodontitis. La gingivitis es frecuente y se manifiesta clinicamente como un sangrado
gingival y de tejidos blandos sin evidencia de pérdida de adhesion del diente al hueso
alveolar ni pérdida de hueso. La periodontitis o enfermedad periodontal destructiva,

ocurre cuando la respuesta inflamatoria inducida en el tejido, se traduce en una pérdida
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de colageno de adhesion entre el diente y el hueso, una pérdida de hueso alveolar y una
eventual pérdida del diente. La pérdida de adhesion crea un espacio o bolsa entre el
diente y el epitelio gingival opuesto, que puede llegar a una profundidad de mas de

10mm.

placa
|

etapa inicial de gingivitis

3 ]
rn_ﬂl.‘ S
Fiet B

La enefermadad periodontal El sarmo gue se forma imita Con el progreso de la

comienza con la las encias enfermedad, las encias se
acumulacion de placa retraen y se aflojan los
dientes

La bolsa periodontal entre el diente y el epitelio gingival actia como un ambiente
favorable para la conservacion de distintos tipos de bacterias, 1o que constituye el
avance de la placa hacia el bolsillo. Estas comunidades bacterianas son clasificadas
como placa supragingival y subgingival en relacion al nivel del margen de la encia. El
crecimiento de microorganismos en la placa supragingival inicia la gingivitis.

La respuesta inflamatoria a estos microorganismos en el tejido gingival se traduce en
una pérdida de tejido (Meikle MC, et al 1986). Esta pérdida de tejido es una respuesta
secundaria a una respuesta normal del huésped a la penetracion de la bacteria, a sus

antigenos y enzimas dentro del tejido.

1.1. Etiopatogenia:

1.1.1. La flora normal:

Con la erupcién de los dientes, s6lo aquellos organismos que pueden adherirse a la
superficie dental, tienen la oportunidad de persistir y sobrevivir en los mismos. La
mayoria de los seres humanos parecen tener entre su placa dental estreptococos,

actinomyces y fusobacterias. Esta placa es la que aparece en la vida temprana del ser

humano, ya que posteriormente la combinacion de organismos adherentes al diente
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como los estreptococos y actinomyces y los microorganismos como las fusobacterias
capaces de congregar multiples especies, permite el desarrollo de una comunidad
microbiana que incluye méas de 300 especies en la edad adulta (Moore WEC, 1987.)

La existencia de anaerobios en la region bajo los margenes gingivales queda explicada
por el surco de 1-2mm existente alrededor de cada diente que permite la adhesion y
motilidad de microorganismos protegidos de la accion de barrido de la lengua y del
cepillado dental. La topografia de este lugar permite la retencion de comida y la
acumulacion de placa. Una vez la placa se acumula, la fermentacion bacteriana ocasiona
una caida del potencial de oxidacion-reduccion, un cambio que favorece el crecimiento
de microorganismos anaerobios. Las infecciones producidas por la placa bacteriana se
manifiestan cuando las condiciones del ambiente que la rodea cambian, como ocurre
con una frecuente ingesta de sacarosa que permite el sobrecrecimiento del Estreptococo
mutans y del Lactobacillus, con el consecuente deterioro dental que produce la caries
y/o gingivitis; o cuando una higiene dental inadecuada permite la dominancia de los

anaerobios y la formacion de flora periodontopatica (Loesche WJ, 1993).

1.1.2. Flora periodontopatica.

Un ndmero limitado de especies, con capacidad de ser cultivadas, pueden estar
asociadas normalmente a la enfermedad periodontal, entre ellas se encuentran las
Porphyromonas gingivalis, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Treponema
denticola, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Bacteroides forsythus,
Selenomonas  eubacteriyum,  Eikenella  corrodens, = Campylobacter  recta,
Peptoestreptococos y Pseudomona especies. La localizacion externa de la placa sugiere
su virulencia para un organismo y su capacidad para invadir los tejidos y crear una
respuesta en el huésped. Es raro que esta respuesta se traduzca en una formacién de un
absceso o0 necrosis del tejido. Se puede detectar una respuesta serologica a muchas de
las especies que componen la placa bacteriana, lo que detecta una activacion del sistema
inmune. EI nimero de bacterias ubicadas a nivel de una bolsa periodontal esté alrededor
de 10 a 50 millones de UFC (unidades formadoras de colonias). El huésped se defiende
de esta carga secretando un trasudado tisular llamado Fluido Crevicular Gingival

(FCG). En el FCG existen grandes cantidades de neutréfilos polimorfos nucleares, que
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encuentran y fagocitan la bacteria rapidamente, creando una reaccion oxidativa
(Loesche WJ, et al 1998). También se encuentran anticuerpos especificos contra las
especies de la placa bacteriana, factores del complemento y moléculas antibacterianas
como oy —macroglobulina, los cuales ayudan a la funcién de los PMNs (Polimorfos
nucleares) contra la actividad bacteriana. Ademas, las células epiteliales gingivales
presentan un alto turn-over, eliminando con ellas su carga bacteriana cuando entran en
apoptosis. Con lo que, para gue un organismo sea periodontopatico, sus productos
deben de atravesar el flujo de GCF, escapando asi a los efectos de los PMNs y del
sistema inmune del individuo. (Alaluusua S, et al 1991).

De estos mediadores, los que se han visto mas asociados con la enfermedad periodontal

son:

e Interleukina 1 (IL-1): es una citoquina pro-inflamatoria sintetizada por

macrdfagos, monocitos, linfocitos, células vasculares, células epidérmicas y
fibroblastos. Tiene una actividad inmune, inflamatoria, de lisis y homeostasis de
tejidos. Su exceso de produccion local incrementa la reabsorcidon Osea,
estimulando ademas al factor de necrosis tumoral alfa (TNF- o) en accion
sinérgica permitiendo la llegada de células inflamatorias a los lugares de la

infeccion.

Existen dos formas, la IL-1 o y la IL-1p siendo la segunda nas potente que la

primera.

e Interleukina 6 (IL-6): citoquina pro-inflamatoria producida por monocitos,

fibroblastos, células endoteliales, macrdfagos, linfocitos B, linfocitos T y
queratinocitos. Una de sus funciones principales es la activacion final de las
células y la proliferacion de células plasmaticas, dando como resultado un
aumento en la produccion de anticuerpos no especificos y de IL-1. También se

73 4

sugiere que tiene un papel importante en la regulacion local del “turnover’6seo,
estimulando la formacion de osteoblastos, y parece ser esencial en la pérdida

Gsea por deficiencia de estrégeno.

e Interleukina 8 (IL-8): mediador pro-inflamatorio producido por fibroblastos,

linfocitos, células endoteliales, y por monocitos en respuesta a lipopolisacaridos

bacterianos, IL-1 y TNF- a. Tiene una actividad quimicdctica y de activacion
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sobre los neutréfilos, induciendo su extravasacion a la zona de la inflamacion.

También produce atraccién sobre linfocitos T.

e Factor de necrosis tumoral alfa (TNF a): factor producido principalmente por

monocitos y macréfagos tras ser activados por los lipopolisacaridos de bacterias
periodontopatégenas tipo gram(-). Una de sus actividades consiste en la
induccion sobre el fibroblasto para la secrecion de colagenasas y activar
osteoclastos promoviendo la reabsorcién de hueso y cartilago. También estimula
la sintesis de IL-1 y PGE2 en macréfagos latentes. Posee una accion sinérgica

con la reabsorcion ésea de la IL-1.

e Factor de crecimiento transformante beta (TGF B): Mediador anti-

inflamatorio, es el inhibidor de crecimiento mas potente para fibroblastos,
células epiteliales, células endoteliales y linfocitos. Su accién es la de estimular
la sintesis de los componentes del tejido conectivo como colageno, fibronectina,

proteoglicanos, glicosaminoglicanos, osteonectina y osteopontina.

Este sistema de defensa es mas que apropiado para proteger al huésped de una invasion,
pero puede dar como resultado una respuesta inflamatoria. Esta respuesta, causa una
pérdida de tejidos, si existe una excesiva penetracion bacteriana. Bajo condiciones
normales, aquellas bacterias que penetran en el epitelio gingival son destruidas, pero sus
componentes celulares se encuentran disponibles como antigenos y como estimulo para
la respuesta inflamatoria. Se pueden encontrar en gente muy joven anticuerpos
seroldgicos para P.gingivalis y A. actinomycetemcomitans (Loesche WJ, 1993). La
reaccion de estos anticuerpos a los componentes bacterianos en el tejido conectivo del
periodonto puede provocar una respuesta inflamatoria, activando monocitos,
macréfagos, y PMNSs. Estas células secretaran prostaglandinas, interleucinas como IL-1
y factor de necrosis tumoral a ocasionando que los fibroblastos e incluso los
queratinocitos destruyan algo de la matriz del tejido conectivo, que los mismos habian
creado con anterioridad (Meikle MC, et al 1986).

Aunque el nimero de bacterias que se encuentran en relativo contacto constante con el
epitelio oral es alto, el actual peso de la placa sobre los dientes es quiza solo de 10-
20mg, no es una cantidad muy grande cuando se considera que el 99% o mas de esta

carga antigénica nunca entrara en el tejido ni contactard con el sistema inmune. La
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importancia de los antigenos de la placa en la estimulacion del sistema inmune esta
demostrada por el hallazgo de altos titulos en el suero de anticuerpos contra el
P.gingivalis y A. actinomycetemcomitans. Estos son reducidos simplemente desbridando
la superficie del diente de la placa visible (Nakagawa T, et al 1990).

Los organismos periodontopaticos A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, y T.
denticola tienen en comun la habilidad de penetrar el epitelio gingival y de presentar sus
endotoxinas, componentes activos inmunologicos, enzimas citotoxicos y moléculas
directamente a las células inflamatorias del huésped. Esta habilidad podria ser la que
distingue estas especies gram-negativas de otras especies que habitan la placa

subgingival.

El Actinobacillus actinomycetemdomitans se localiza en aquellos dientes que
erupcionan en la boca alrededor de los 6 afios de vida, los primeros molares y los
incisivos. Y ha sido presuntamente mostrado como agente etioldgico de una rara entidad
conocida como periodontitis juvenil localizada (LPJ), que ocurre entre adolescentes, con
una prevalencia de 1 cada 1000 (Nakagawa T, et al 1990).

A. actinomycetemcomitans es adquirido en la edad temprana, su prevalencia en la placa
disminuye con la edad y posee un amplio rango de factores con potencial virulento in
vitro (Nakagawa T, et al 1990) (Alaluusua S, et al 1991)

P. gingivalis es una de las especies mas virulentas dentro del grupo de bacterias Gram
Negativas y la mas cominmente asociada con la periodontitis del adulto. P. Gingivalis
es un bacilo Gram negativo, anaerobio, ampliamente reconocido como un factor
predominante en la periodontitis en humanos.

Este patdgeno posee mecanismos de proteccion contra el medio ambiente para superar
el estrés oxidativo generado por la liberacion o degranulacion de neutréfilos ante la
presencia de toxinas generadas por especies reactivas al oxigeno.

La opsonizacion de P. gingivalis con anticuerpos especificos de alta afinidad, facilita su
muerte a manos de los neutréfilos, aunque la produccion de anticuerpos en la
periodontitis parece ser de baja afinidad y es cuestionable su valor de proteccion.

Se sugiere que la P. Gingivalis desarrolla un sistema complejo para evadir varios puntos

de control del sistema inmune innato. El patogeno a través de sus gingipainas y por las
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fimbrias y otros factores que le permiten una mayor supervivencia en un medio como el
surco gingival, parece ser capaz de manipular los mecanismos innatos de
reconocimiento. Este germen encuentra refugio en ambientes relativamente seguros,
elude los factores del complemento y en general de forma activa puede modificar la
respuesta inmune de manera que favorezca su persistencia en el huésped (Alaluusua S,
etal 1991).

El Treponema denticola es dificil aislar las espiroquetas de las muestras de placa. T.
denticola posee muchos de los enzimas proteoliticos que generan muchos de los
productos normalmente asociados a la virulencia de P.gingivalis. T. denticola, degrada
fibronectina y queratina, y produce phospholipasa C y un enzima trypsin-like. Las
espiroquetas se observan frecuentemente en el tejido gingival produciendo una actividad
proteolitica que origina numerosos componentes que pueden penetrar el epitelio
gingival y desencadenar una respuesta inflamatoria. Como resultado de esta actividad
proteolitica, T. denticola produce una gran cantidad de componentes como H,S,
mercaptanos, NH, y acidos grasos volatiles.

Todo esto sugiere que entre los microorganismos periodontopatégenos, posiblemente
los Unicos factores de virulencia manifiestos sean la leucotoxina en A.
actinomycetemcomitans y la enzima trypsin-like en P. gingivalis y T. denticola. Esta
ausencia relativa de factores de virulencia es compatible con la cronicidad, la naturaleza
progresiva lenta de la enfermedad periodontal y la rareza de los episodios de pérdida

rapida de tejidos circundantes (Loesche WJ, 1993).

Existen determinados estados metabdlicos o patologias que ademas de periodontitis
presentan otras manifestaciones clinicas orales asociadas a esta Ultima en su desarrollo.
En esta tabla se reflejan dichas patologias y como afectan a la cavidad oral en

conjuncién con la enfermedad periodontal.
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FACTORES CAUSALES

PATOLOGIA MANIFIESTA JUNTO CON LA PERIODONTITIS

Déficits nutricionales:
Vit B1 (Beriberi)

Riboflavina (Hiporiboflavinosis)
Niacina (Pellagra)

Acido Félico

Vit C (Escorbuto)

Hipersensibilidad de la mucosa oral. Vesiculas diminutas (simulando herpes) localizadas bajo la
lengua, en el paladar, erosién de la mucosa oral.

Glositis. Queilitis angular.

Glositis; gingivitis; estomatitis generalizada; gingivitis ulcerativa aguda necrotizante.

Estomatitis generalizada; glositis ulcerativa; queilitis.

Hemorragia, encia edematosa; pérdida de dientes debido a la disminucion en la formacion de hueso.

Alteraciones endocrinas

Hiperpituitarismo

Hipopituitarismo

Diabetes Mellitus

Marcado sobrecrecimiento del proceso alveolar que origina e incrementa el tamafio de las arcadas
dentarias y aumenta el espacio interdental.
Disminuye el crecimiento de la arcada dental con la consecuente malposicion dentaria.

Tipo I (no controlada): queilosis con tendencia a la sequedad y agrietado; sensacion de
guemazén en mucosa oral; xerostomia (sequedad de la boca debido a la disminucién de la
salivacion); alteraciones en la flora oral, con predominancia de Candida Albicans, Streptococo
y Staphilococo Hemolitico; periodontoclasia diabética (cambios degenerativos); crecimiento
gingival; polipos sésiles o pediculados (unidos débilmente a las papilas); pérdida de dientes.

Alteraciones hematoldgicas

Leucemia

Anemia

Anemia ferropénica
Purpura trombocitopénica
Alteraciones inmunoldgicas

Gingivitis bacteriana.

Palidez gingival.

Glositis; Glceras en mucosa oral.
Glositis.

Gingivitis con Ulceras orales.

Problemas cardiovasculares

Acrterioesclerosis

Fallo cardiaco congestivo

Gingivitis asociada a problemas circulatorios.

Gingivitis marginal severa con destruccién periodontal.

Exposicion a toxicos
Intoxicacion por bismuto
Intoxicacion por plomo
Intoxicacion por mercurio

Exposicién a Benceno

Gingivoestomatitis ulcerativa; decoloracion negracea de la encia.
Cambio en la pigmentacién de la encia; ulceracion marginal de la encia.

Ulceracion gingival.
Hemorragia gingival.

Alteraciones psicosomaticas

Apretar los dientes.

Mordida y masticacion excesiva de objetos extrafios.
Mordida de ufias.

Abuso del tabaco.

1.2. Clasificacion:

Kinane y Lindhe, 2001 dividen la etiopatogenia de la gingivitis y la periodontitis en 3

estadios siguiendo la clasificacion de Armitage, en donde los dos primeros se

corresponderian con la gingivitis y la tercera con la periodontitis:
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1 Lesion inicial: corresponde a una respuesta inflamatoria aguda y se observa entre
los 4 y 7 dias tras la acumulacién de placa. Se localiza en la regién del surco
gingival y entre los tejidos afectados se encuentran una parte del epitelio de union
y la zona més coronal del tejido conectivo. Se caracteriza por la presencia de una
infiltracion neutréfila atraida quimiotacticamente por los constituyentes
bacterianos y la accion vasodilatadora de sus productos. También se observa un
infiltrado de linfocitos, predominantemente del tipo T y macréfagos en la periferia
de la lesién. A nivel mucoso se observan cambios en las células epiteliales,
alteraciones citopaticas de los fibroblastos, cambios en el tamafio y permeabilidad
vascular y degradacion del colageno.

2 Lesidn establecida: se produce tras pasar 2-3 semanas de la acumulacion de placa,
en la que hay una mayor inflamacion. El area afectada es mayor que en la lesién
inicial, hay una gran pérdida de colageno, y el infiltrado se caracteriza por la
presencia de células plasmaticas y linfocitos en la periferia.

3 Lesion avanzada: corresponde a la periodontitis propiamente dicha. Se diferencia
por la pérdida de tejido de insercidn, alterandose el ligamento periodontal y su
unién con el cemento y reabsorcion désea. Histopatologicamente es parecida a la
lesion establecida de la gingivitis, con una predominante presencia de células
plasmaticas y una variacion paulatina de los linfocitos que pasan a ser

predominantemente del tipo B.

La periodontitis esta clasificada de acuerdo a la progresion (lenta o rapida) y a la edad
de aparicién (periodontitis juvenil o periodontitis del adulto). Otras formas incluyen
periodontitis ulcerativa necrotizante y periodontitis refractaria.

a. La periodontitis de progresion lenta incluye inflamacion crénica de la encia con

formacion de bolsas periodontales y pérdida de hueso. Los signos y sintomas
manifiestos son el aumento de movilidad de los dientes y la migracion del proceso
inflamatorio patolégico.

b. La periodontitis de progresion rapida puede ocurrir en edades tempranas (antes del

final de la pubertad) o durante el periodo de individuo adulto. Los signos y sintomas

estdn normalmente asociados con marcados cambios inflamatorios; a menudo hay
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escasez de placa y célculos asociados. Conforme la enfermedad progresa, se forman
bolsas profundas con una pérdida rapida de hueso.

c. La periodontitis establecida de forma temprana también conocida como

periodontitis juvenil, incluye lesiones avanzadas y destructivas en nifios y adolescentes.
Las formas mas prevalentes son la periodontitis prepuberal y juvenil. Los signos y
sintomas asociados son muy diversos, comenzando por malestar acentuado, dolor y
hemorragia gingival, hipersalivacion, halitosis y ulceraciones localizadas en la encia y
las papilas interdentales.

d. La periodontitis ulcerativa necrotizante_normalmente sigue a repetidos y largos

episodios de gingivitis aguda necrotizante ulcerativa, y muestra como caracteristica
crateres 6seos interdentales. Sin embargo en casos avanzados, la enfermedad puede
extenderse al tejido blando con el consecuente secuestro de hueso alveolar. A menudo
la clinica asociada presenta linfadenopatia regional y dolor acentuado al tragar o al
hablar. Su manejo clinico implica generalmente desbridar el tejido necrético, lavado con
povidona-yodada y antibioterapia sistémica.

GINGIVITIS

LESION INICIAL

LESIQN ESTABLECIDA
LESION AVANZADA

PERIODONTITIS

LENTA O CRONICA

AGRESIVA O RAPIDA
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Figura 1. Clasificacion de las enfermedades periodontales
1.3. Diagnostico:
Es muy importante el examen fisico realizado al paciente junto con una buena historia
clinica que recoja la salud general del paciente, enfermedades crénicas asociadas
(especialmente  cardiovasculares, hematoldgicas, endocrinas, gastrointestinales,
infecciosas), cirugias previas (hemorragia, anestésicos, complicaciones infecciosas), la
medicacién que toma en el momento actual con posible repercusion sobre los tejidos
orales (como anticoagulantes o corticoesteroides), exposicion ocupacional, alergias y la
historia social asociada al alcohol, abuso de drogas y/o tabaco.
El examen fisico incluye: examen completo de la cavidad oral (labios, membranas
mucosas, encia, suelo de la boca, lengua, paladar, orofaringe y calidad y cantidad de
saliva). Un examen cuidadoso de los ganglios linfaticos de cabeza y cuello, inspeccion
del color de los dientes, forma, tamafo, caries, mordida, defectos del desarrollo,
formacion anormal, erosiones, abrasiones, estabilidad y movilidad que a menudo
reflejan un proceso de enfermedad. La movilidad dental esta graduada en la movilidad
de los dientes segun su extension: Grado |- levemente superior a la normal. Grado 11-
moderadamente mayor que la normal. Grado Ill- movilidad severa Facio-lingual o
mesiodistal, en combinacion con desplazamiento vertical (Carranza 1996). Una ligera
percusion sobre el diente generando dolor, indica un area asociada a un proceso
inflamatorio.
El examen periodontal debe ser sistematico. El estado periodontal debe ser evaluado
siguiendo el indice Periodontal Comunitario (CPI, Community Periodontal Index), de

acuerdo a la siguiente tabla.

Grado Condicion Periodontal
0 No sangrado.
No célculo.
No bolsa
1 Sangrado en margen gingival.
No Caélculo.
No bolsa
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2 Presencia de célculo sub o supragingival con o sin sangrado.
No bolsa.
3 Presencia de bolsa patoldgica de 4-5mm con o sin sangrado y calculo.
4 Presencia de bolsa patoldgica de 6mm o mas con o sin sangrado y célculo.

1.4. Manejo Clinico:

El manejo clinico de un paciente con enfermedad periodontal dependera del tipo y la
severidad de la enfermedad. La periodontitis lentamente progresiva secundaria a
gingivitis cronica o a enfermedades sistémicas, es de dificil control al desarrollo de
complicaciones a largo plazo. Sin embargo, si es secundaria a farmacos como
inmunosupresores  (ciclosporina), anticonvulsivantes  (fenitoina), hipotensores
(nifedipino) y anticonceptivos orales, 3 miligramos al dia con &cido folico y la limpieza
de la placa, es una terapia bastante efectiva. EI mecanismo de accién en estos ultimos
precisa de un factor local (placa bacteriana) que genere inflamacion y una
hipersecrecion de colageno (Woodall 1.R, 1993). La periodontitis rapidamente
progresiva, debe ser tratada de forma inmediata y agresiva por especialistas en
periodoncia y cirugia periodontal. EI mejor tratamiento para la periodontitis ulcerativa
necrotizante es el desbridamiento local usando solucion de perdxido de hidrégeno al
1.5% durante 2-3 dias, analgesia, nutricion adecuada, aumento de ingesta de fluidos, e
higiene oral usando un cepillo de cerda suave. Si aparece signos o sintomas de
extension como la fiebre, se deben prescribir penicilinas tipo G o V, eritromicina o
tetraciclina. Todos los pacientes deben estar en seguimiento por un especialista en salud

periodontal.

2. ENFERMEDAD PERIODONTAL EN PACIENTES DIABETICOS:

Se considera que la relacion de la diabetes y la enfermedad periodontal es evidente. De
hecho en distintos estudios se demuestra como la prevalencia y la severidad de la

gingivitis es claramente mas elevada en individuos con diabetes. Un 40% de los
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diabéticos adultos padecen periodontitis en comparacion con un 15% en no diabéticos.
Ello conduce a considerar la diabetes como un factor de riesgo para el desarrollo de la

enfermedad periodontal.

Epidemiolégicamente en la DM1 (diabetes tipo 1) y en la DM2 (diabetes tipo 2), se
presenta una mayor prevalencia de gingivitis y periodontitis que en los pacientes no
diabéticos. La prevalencia de enfermedad periodontal se incrementa con la edad y con el
tiempo de evolucion de la diabetes. (Cianciola LJ et al, 1982). La mayoria de estudios
coinciden en asociar la diabetes con una mayor prevalencia y severidad de la
enfermedad periodontal. Se estima que tiene el doble de riesgo de padecer periodontitis

en comparacion con sus homélogos no diabéticos (Collin HL et al, 1998).

Aunque algunos estudios no han sido capaces de confirmarlo, la evidencia sugiere que
la severidad y extension de la peridontitis se asocia a un peor control metabédlico
determinado por la HbAlc. Este peor control se ha explicado en funcion de niveles

elevados de IL-1 beta en el liquido crevicular. (Engebreston SP et al, 2006)

Recientemente, un metaanalisis muestra como los pacientes diabéticos tiene peor
higiene bucal, mayor severidad de gingivitis medida por el indice gingival y mayor
severidad de periodontitis (Khader YS et al, 2006).

e Mecanismos patogénicos que predisponen a la enfermedad periodontal en la

diabetes.

Son varias las causas que favorecen el desarrollo de la enfermedad periodontal en la
diabetes. ElI ambiente hiperglucémico favorece entre otros los siguientes procesos
(Calderon A et al, 2008):

- La glicosilaciéon no enzimatica de las proteinas y el colageno afectando
su estabilidad y la integridad vascular.

- Lesiones en la membrana basal vascular disminuyendo su capacidad
nutritiva.

- Deterioro de la funcién de los polimorfonucleares, lo que predispone a la
infeccion.

- Afectacion de los monocitos y macrofagos que dificultan la respuesta a
la infeccion aguda y predisponen a la cronificacion del proceso.
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- Aumento en la sintesis de sustancias pro inflamatorias.
Se ha demostrado que la excrecion de melatonina en la saliva corresponde al 30-31%
de la melatonina en plasma (Moore S. et al, 1994). El organismo responde a la
inflamacion periodontal aumentando la produccién de melatonina y por lo tanto, la
disponibilidad de la misma en la cavidad oral. La melatonina participa en la restauracion
del hueso alveolar estimulando la proliferacion de células de colageno tipo | vy
modulando la actividad de los osteoclastos y osteoblastos (Moore S. et al, 1994).
Se ha demostrado que los linfocitos de pacientes con Diabetes Mellitus tipo | producen
bajas cantidades de IL-2, y la respuesta a la melatonina y a la IL-2 también es menor en
estos pacientes, lo que sugiere que las propiedades de inmunoestimulacion y
antiinflamacién se encuentran también deprimidas en estos pacientes. Es importante
destacar que los procesos de enfermedad periondontal establecen en dichos pacientes
una reabsorcion alveolar y 6sea prematura (Maestroni GMJ, 2001).
La melatonina en la cavidad oral incorpora tres grandes acciones: mejora la inmunidad,
aumenta la proliferacion de fibroblastos y las propiedades antioxidativas. También se ha
demostrado que la melatonina ejerce un rol protector sobre el dafio generado por los
radicales libres en los pacientes diabéticos. Un incremento de melatonina en los
pacientes diabéticos puede proteger a todos los o6rganos del dafio oxidativo,
especialmente a la cavidad oral (Cutando A, et al. 2003).
Complicaciones orales asociadas a la diabetes son pérdida de dientes, gingivitis,
periodontitis, abscesos odontogénicos y lesiones de tejidos blandos como la lengua y la
mucosa, sin olvidar un efecto colateral importante que es la reduccién en la secrecion de
saliva, y la boca seca asociada, que se ve agravada por la edad y por ciertos farmacos.
La diabetes puede ser considerada como un factor de riesgo para la hiposalivacion, y
esto podria atribuirse a cambios estructurales en las glandulas salivares consistentes en
la atrofia acinar y en la infiltracién adiposa. (Shrimali et al, 2011) observan que la
hiposalivacion es la manifestacion oral mas comun en sujetos con elevados niveles de
glucosa, seguida de la halitosis, periodontitis, sindrome de boca ardiente, candidiasis y
alteraciones en el gusto. Un descenso en la secrecion salivar promueve el acimulo de la
placa bacteriana, aumentado asi el riesgo de la inflamacion gingival y la infeccion. Esta
xerostomia impide la llegada de la melatonina a través de la saliva, lo que agrava a su
vez el problema periodontal. (Khovidhunkit SO et al, 2009).
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3. LA MELATONINA.

La melatonina (N- acetyl-5- methoxytryptamina) se sintetiza principalmente en el
pinealocito de la glandula pineal. También es sintetizada en otras localizaciones
entre las que se encuentran la retina, el timo, médula 6sea, epitelio respiratorio, piel,
el cristalino y el intestino (Lerner AB, et al 1959) (Pandi- Perumal SR, et al 2006).

La melatonina pineal atraviesa libremente las membranas y se distribuye por todos
los compartimentos corporales, a excepcion de la melatonina retiniana que
aparentemente actua de forma local en los ojos (Garbarino- Pico E, et al 2006). La
melatonina esta implicada en la regulacion de la fisiologia y patologia de multitud
de procesos. Es considerada la hormona que regula el ritmo del ciclo circadiano
dia-noche y el biorritmo estacional. La melatonina modula la respuesta del sistema
inmune, el peso corporal la reproduccion, la inhibicion del crecimiento tumoral y los
efectos del antijet- lag entre otras acciones (Waterhouse J, et al 2007). Hay también
evidencia de que la melatonina puede actuar como un potente antioxidante directo,

como sustancia antienvejecimiento (Escames G, et al 2010).
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1.  Ciclo metabdlico para la formacién de melatonina.

2.1. Estructura, metabolismo y secrecion:

La melatonina es una indolamina que contiene dos grupos funcionales, los que son
decisivos no solo para la union al receptor, sino también para la plasticidad dada a la
molécula para entrar en cualquier compartimento celular o fluido corporal. Gracias a su
solubilidad en lipidos la melatonina pasa facilmente por difusion desde la circulacién
periférica a otras células o fluidos. En suero, el 70% de la melatonina esta unida a
albimina y el 30% remanente difunde en los tejidos de alrededor (Hardeland R, et al
2006).

El triptofano y la serotonina son precursores de la melatonina. Dos enzimas participan
en su sintesis: N- Acetyltransferasa (AANAT), la cual convierte la serotonina en N-
Acetyl serotonina (NAS), y la hydroxy- O- Methyltransferasa (HIOMT), la cual
convierte NAS en melatonina (Figura 1). La regulacion de la sintesis de la melatonina
esta controlada por el ciclo dia-noche, que actla activando a través del hipotalamo
anterior a los axones de las células ganglionares de la retina que se encuentran en el
nervio éptico y forma el tracto retino-hipotalamico. El nucleo supraquiasmatico esta
conectado con la glandula pineal a través del nucleo paraventricular y las neuronas
simpaticas del preganglionar.

La norepinefrina liberada de fibras del sistema simpético postganglionar a la membrana
del pinealocito estimula sus adrenoceptores llevando a la formacién de cAMP y de otros
mensajeros secundarios, lo cual estimula la expresion y la actividad de AANAT.
(Konturek SJ, et al 2007).

En vertebrados no mamiferos este enzima parece estar directamente controlado por los
genes del ciclo circadiano en la glandula pineal (Hardeland R, et al 2006).

La secrecion de melatonina tiene un ritmo tipicamente nocturno. Durante la noche la
sintesis y secrecion de melatonina son estimuladas, alcanzando un valor pico (80-
150pg/ml) entre media noche y las 3 de la madrugada, mientras que esta concentracion
durante el dia es baja (10-20pg/ml) (Dziegiel P, et al 2008).

Una vez sintetizada en la glandula pineal, la melatonina es secretada a la sangre y al

liquido cerebroespinal y alcanza otros fluidos corporales como puede ser la bilis, la
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saliva, el semen, el liquido del foliculo ovéarico y liquido amnidtico. Pequefias
cantidades de melatonina se excretan en la orina.

La vida media de la melatonina en suero ha sido calculada en el rango de 30 a 50 min
(Lane EA&Moss HB, 2008). La facilidad para la sintesis de melatonina es bastante
constante en una persona dada, pero existe una gran variabilidad entre los diferentes
individuos. Existe evidencia de que la capacidad de secrecion de melatonina disminuye
con la edad en los mamiferos incluyendo a los humanos. Los niveles en suero de
melatonina son muy bajos en las primeras semanas de vida, sin variaciones diurnas. A
los 6 meses de vida aparece el ritmo tipico de secrecidn diurna, alcanzando el maximo
nivel entre los 3 y 6 afios de vida. Durante la maduracion sexual se aprecia un descenso
marcado de la secrecion de melatonina. A los 40-50 afos, desciende la sintesis diaria de
melatonina y después de los 70 afios el ritmo diurno de secrecién de melatonina
practicamente desaparece en la mayoria de los individuos (Dziegiel P, et al 2008).
Parece existir una variacion estacional en la secrecion de melatonina en humanos,
siendo los niveles superiores en invierno con respecto al verano (Vijayalaxmi, et al
2004).

Se pensaba que el catabolismo de la melatonina era casi exclusivo de la P-450
monooxigenasa hepética, seguida de la conjugacion de la resultante 6-Hydroxi-
melatonina para dar el principal metabolito urinario el 6-sulfatoxy-melatonina. Esto

ocurriria con la hormona circulante (Hardeland R, 2009).

3.2. Receptores de Melatonina:

La mayoria de las acciones de la melatonina estdn mediadas por receptores de
membrana y receptores nucleares que corresponden a miembros huérfanos de la
superfamilia de receptores nucleares RZR/ROR. Tres subtipos de receptores de
melatonina en mamiferos han sido propuestos y clonados. Dos de ellos, MT1 y el MT2,
son miembros de la familia de la pareja de receptores del 7-transmembrana G-protein.
(GPCR). Estos dos receptores estan clasificados como Unicos subtipos basados en su
estructura molecular y localizacién cromosdémica. Ambos pertenecen a la clase A del
grupo de las Rodopsin-like GPCRs. ElI gen MTRN1A para el receptor MT1 esta
localizado en la posicion 4935-1 y el gen MTNR1B para la sintesis del receptor MT2
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tiene un lugar potencial de glicosilacion en el mismo sitio. Ambos receptores controlan
sefiales a través de la inhibicion de la formacion de cAMP y de la actividad de la protein
kinasa A y los efectos sobre la fosfolipasa A2 y C, en los canales de calcio y potasio
(Leon J, et al 2004). EIl tercer receptor MT3 es un enzima identificado como una
quinona reductasa 2 (QR2). Existe muy poca informacion sobre los receptores nucleares
de melatonina. Otro receptor relacionado con la melatonina es el GPR50, ha sido
encontrado en distintas especies incluida la humana. Mellc, fue el primer receptor
descubierto, es un subtipo no expresado en mamiferos. EXxiste alguna evidencia de que
la expresidn de receptores de melatonina presentan variacion circadiana (Park YJ, et al
2007).

3.3. Propiedades antioxidantes de la melatonina:

Existen numerosas evidencias de que la melatonina es la mayor consumidora de
moléculas reactivas basadas en oxigeno y nitrogeno. La melatonina provoca este efecto
en concentraciones fisiolégicas y farmacoldgicas. Muchos de sus metabolitos pueden
detoxificar radicales libres y sus derivados (Tan DX, et al 2007).

Los beneficios antioxidantes de la melatonina se han visto en pacientes con artritis
reumatoide (Forrest CM, et al 2007), mujeres con infertilidad (Tamura H, et al 2008) y

en pacientes mayores con hipertensién primaria esencial.

3.4. Propiedades sobre el sistema inmune:

La relacion entre la melatonina y el sistema inmune en diferentes especies, incluyendo a
los humanos ha sido documentada (Karasek M, et al 2006). La actividad de las células
natural killer y su produccién estan aparentemente aumentadas por la administracion de
melatonina tanto en humanos como en ratones. Aunque muchos estudios han implicado
a la melatonina como un regulador positivo del sistema inmune, otros han incluso
sugerido que la melatonina podria actuar como un agente antiinflamatorio a través de la
inhibicion de la respuesta del sistema inmune. El papel antagonista de la melatonina en
la inflamacién cronica induce la supervivencia de los leucocitos y bloquea sus

propiedades oxidativas, por lo tanto, la oxidacion (Radogna F, et al 2010).
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3.5. Propiedades sobre la enfermedad periodontal:

La melatonina difunde pasivamente hacia la saliva via el torrente sanguineo, y la
melatonina salivar puede ser determinada con fiabilidad. El tejido periodontal es
destruido en el curso de wuna periodontitis por una respuesta inmunoldgica
desproporcionada hacia el agente causal, una bacteria. Una consideracion importante en
la enfermedad periodontal es la creacion de radicales libres, algunos de los cuales
derivan de las bacterias orales en si mismas, otras originadas por la respuesta inmune
inducida. Se sugiere que el aumento de especies de nitrdgeno y oxigeno reactivas en la
enfermedad periodontal es el responsable de la lesion oxidativa en el tejido periodontal.
El aumento de la produccion de radicales libres coexiste con un descenso en la defensa
antioxidativa. La melatonina en este contexto posee dos funciones: a) su capacidad para
eliminar radicales libres, ejerciendo asi una accion antioxidante (que sobrepasa
claramente la capacidad antioxidante de las vitaminas C, E y del coencima Q, (Baydas
G, et al. 2002) y b) el efecto protector de la melatonina en situaciones de inflamacion,
estimulando la regeneracion Osea, favoreciendo la produccion de colageno tipo | y
modulando la actividad osteoblastica y osteoclastica (Otrowska Z, et al 2001).

La peroxidacion lipidica es el mayor factor en la induccion y la progresiéon de la
periodontitis crénica. En la enfermedad periodontal se producen abundantes especies
oxigeno reactivas, caracterizadas por un aumento en los productos de peroxidacion
generados por la infiltracion de la poblacion de células polimorfonucleares, esto
conduce a un aumento reactivo de los niveles de melatonina. (Gémez-Moreno G, et al
2007a). Esto no sélo estimularia al sistema inmune a través de la fraccién de hormona
en plasma, sino que también originaria una proteccion local por la fraccién de
melatonina salivar. Como resultado, el hueso y la poblacién celular afectada por el
proceso periodontal estarian protegidos de las especies oxigenadas reactivas originadas
por el proceso inflamatorio, asi como la reparacion Gsea estaria estimulada a través de la
diferenciacién de osteoblastos, la formacion de hueso y la modificacion de la actividad
fibroblastica, siendo esta una teoria que tratamos de verificar en esta tesis. (Gomez-
Moreno G, et al 2007a).
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La melatonina media estos efectos a través de receptores localizados en los
preosteoblastos, los cuales dirigen la produccién de sialoproteina dsea, fosfatasa
alcalina, osteopontina y osteocalcina en estas células, lo que acorta considerablemente
el tiempo requerido para su diferenciacion en osteoblastos maduros de 21 a 12 dias.
(Gomez-Moreno G, et al 2007a).

El receptor activador del factor nuclear-kappa B ligando (RANKL) es una proteina
importante en la diferenciacion y proliferacion osteoclastica. La OPG, interfiere también
con su potencial biol6gico inhibiendo a RANKL. RANKL y OPG juega un papel critico
en el desarrollo de la enfermedad periodontal, con destruccién dsea periodontal,
resultado de una sobre regulacion de RANKL, con baja regulacion de OPG. La
melatonina altera estos efectos modulando el sistema (OPG/RANKL). También, el
tratamiento con melatonina estimula la proliferacion, diferenciacion y actividad de los
osteoblastos. La melatonina actla al nivel de los osteoclastos, inhibiendo la reabsorcion

6sea (Gomez Moreno G, et al. 2010).

3.6. Farmacologia de la melatonina:

La melatonina por via oral ha sido utilizada en trastornos producidos por vuelos
prolongados (jet lag), para trastornos del suefio en ciegos, en sindrome de suefio de fase
retardada, en el insomnio crénico y en ancianos con insomnio. También se ha ensayado
en combinacion con la interleukina-2 recombinante para el tratamiento de tumores
solidos. Otras formas de administracion son por via intramuscular o intravenosa.

La melatonina se absorbe rapidamente tras la administracion oral, alcanzando niveles
picos a los 30 min-2 horas; aunque el metabolismo de primer paso es significativo,
existe gran variabilidad interindividual con respecto a los niveles plasmaticos
alcanzados. La vida media de eliminacién después de una dosis oral es de 30 a 50min,
tras una dosis i.v. en bolo, oscila entre 1.4 a 3 minutos. La mayor parte de una

administracion exdgena de melatonina se excreta en la orina.
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Pacientes ciegos
con trastornos
del suefio
5mg.v.o.
Resincroniza ciclo
suefio-vigilia.
(Arendt J.et al, 1988)

Insomnio
crénico

Contracepcién
Combinada con

75mg v.0. progestégenos evita
Mejora la calidad del efectos de
sueno. estrogenos. (Voorduw
(James SP. et al, 1988)

etal.1992)

Melatonina

Jet lag
5mg/dia- 3 dias antes
de partir.
5mg/dia- 4 dias mas.
Alivia el Sdme. de Jet
Lag.
(Petrie et al, 1989)

Sdme de fase de

suefio retardada
5mg/dia v.o.
Adelanta el comienzo
del suefio-vigilia.
(Dahlitz et al 1991).

Pacientes

pediatricos
Mejora el desarrollo
clinico de neonatos.
(Gitto E, et al. 2004).
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4. RANKL, RANK Y OPG.

DIFERENCIACION ¥ FUSION

PRECURSOR DE

OSTEOCLASTO OSTEOCLASTO ACTIVADO

v

REABSORCION OSEA

4.1. Estructura y funcion.

El sistema OPG/RANK/RANKL es el principal regulador de la accién bioldgica del
osteoclasto.

El receptor RANK (receptor activador del factor nuclear kB) es un péptido que se
expresa en osteoclastos maduros y preosteoclastos y cuya activacion induce al
osteoclasto a reabsorber hueso y a no morir por apoptosis. A su vez, el encargado de
activar al receptor RANK es el ligando RANKL (ligando de union al receptor activador
del factor nuclear kB) que es una molécula que aparece anclada a la membrana del
osteoblasto y en células inmaduras mesenquimales de médula 6sea. Su principal funcién
es, mediante la unién a RANK, estimular la diferenciacion de los osteoclastos, su
activacion y la inhibicion de su apoptosis.

RANK es un 616 péptido aminoacido, con un péptido sefial 28 amino &cido y un
dominio extracelular N-terminal, un dominio transmembrana pequefio de 21 amino

acidos y un dominio citoplasmatico largo C-terminal. Tiene una semejanza parcial con
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una porcion del dominio extracelular del CD40 humano, miembro de la superfamilia de
los TNFR. Es expresado en primer lugar en células del linaje de los macrofagos/
monocitos, incluyendo células preosteoclasticas, células T y B, células dendriticas y
fibroblastos (Hsu H, et al 1999).

La osteoprogeterina (OPG) también Ilamada factor de inhibicion de la
osteoclastogénesis es un receptor del factor de necrosis tumoral (TNF) que se expresa
en diversos tejidos humanos ademas de en hueso. En hueso inhibe la maduracion y
activacion de los osteclastos al unirse al RANKL e impedir la union del RANK.
(Kinane 2001).

Del mismo modo que RANKL, la osteoprotegerina (OPG) es una proteina receptora

de la superfamilia de receptores de TNF, que es sintetizada fundamentalmente por los
osteoblastos y las células estromales de la médula Osea. Es sintetizada como 401
péptido amino &cido, con un 21 amino acido propéptido que se dividid, obteniendo
como resultado una proteina madura de 380 amino acidos. En contraste con todas los
demas miembros de la superfamilia de receptores TNF, la OPG carece de
transmembrana y dominios citoplasmaéticos y es secretada como una proteina soluble.
La region N-terminal contiene 4 dominios ricos en cisteina, gque se encuentran
relacionados de forma estrecha con el receptor 2 de TNF y CD40. Es un sustituto
antagénico de RANKL, ya que se une a RANK evitando asi la union de esta con
RANKL, lo que genera un descenso de osteoclastos activos y limita asi la resorcion
6sea. (Khosla S, 2001) (Boyce BF & Xing L, 2007) (Hofbauer LC & Schopper M,
2004).

El mMRNA de OPG se encuentra expresado en un nimero elevado de tejidos, incluyendo
pulmones, corazon, higado, estdmago, intestino, cerebro y médula espinal, glandula
tiroides y hueso, es producida también por células del ligamento periodontal y
fibroblastos gingivales (Khosla S, 2001) (Crotti T, et al 2003). Existen dos formas
diferentes de OPG, dimérica expresada por las células endoteliales y monomérica
producida por las células epiteliales, todavia se desconoce si estas dos formas
desarrollan una actividad bioldgica diferente.
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Aungue la accién biolégica mas destacada de la OPG es la inhibicion de la
diferenciacion y la actividad de los osteoclastos, su funcion en el resto de los tejidos
queda aun por determinar en muchos de los casos.

Desde que la OPG y RANKL se han identificado como factores reguladores del
metabolismo déseo, parece que se establecen como factores claves en la destruccion de

hueso alveolar en la periodontitis (Crotti T, et al 2003).
4.2. Complejo OPG/RANK/RANKL:
El sistema OPG/RANK/RANKL desarrolla un papel central en la determinacion de la

masa 0sea.

RANKL, es critico para la diferenciacion, fusion en células multinucleares, activacion y

supervivencia de células osteoclasticas. La OPG supone un freno en el sistema al
completo, ya que bloguea los efectos de RANKL. Un elevado numero de citoquinas
proreasortivas, como TNFa y la IL-1, regulan este sistema, en primer lugar, estimulando
el pool de células preosteoclasticas y aumentando directamente la expresion de
RANKL. Ademas, de otro gran grupo de citoquinas y hormonas, que también influyen
sobre este sistema como la TGF-f (aumenta la produccdn de OPG), PTH (aumenta la
produccion de RANKL y disminuye la produccion de OPG), 1,25-dihydroxyvitamin D3
(aumenta la produccion de RANKL), los glucocorticoides (aumentan la produccién de
RANKL y disminuyen la de OPG) y los estrogenos (aumentan la produccion de OPG)
(Takai H, et al 1998) (Kitazawa R, et al 1999) (Hofbauer LC, et al 1999).

4.3. RANKL y los inmunoreceptores.

Las citoquinas proinflamatorias, que median la respuesta inmune, pueden afectar a los
osteoclastos y osteoblastos, tanto negativa como positivamente. Ultimamente se ha
descrito que alguno de los factores de transcripcién, que regulan la respuesta inmune
también regula la formacion de osteoclastos y la funcion de los osteoblastos. Aun mas,
que los osteoblastos juegan un papel muy importante regulando las células madre
hematopoyéticas, de donde derivan las células inmunes y que los osteoclastos regulan la

formacion y funcion de los osteoblastos. EI mecanismo de modulacion de la respuesta
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inmune y el crecimiento en la formacion de osteoclastos a traves de la sefializacion
calcica es un campo amplio donde se encuentran implicados numerosos receptores.

Aparentemente el receptor asociado a osteoclastos (OSCAR, osteoclast associated
receptor) y el receptor gatillo expresado en las células mieloides, TREM-2, ambos
receptores inmunoglobulin-like expresados por precursores de los osteoclastos, y
proteinas de adaptacion, Fc receptor comun de la subunidg@cRy) y la DNA -
activating protein 12 (DAP12). Citoquinas proinflamatorias como el TNF también
pueden favorecer este mecanismo aumentando la formacion de osteoclastos en la

enfermedad inflamatoria 6sea (Ridgeway EE, 2000).
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4.4. RANK/RANKL/OPG en otras enfermedades:

ENFERMEDADES REUMATOLOGICAS
(Sobreexpresion de RANKL mediador de erosion 6sea)

Osteoartritis
(Moreno-Rubio et al. 2010)

Polimialgia Reumatica
(Pusatelli et al. 2007).

Esclerosis Sistémica
(Dovio et al. 2008).

Dermatomiositis Juvenil
(Rouster-Stevens et al. 2007).

Artritis Reumatoide (Haynes et al. 2003).
Espondiloartropatia (VVandooren et al.2008)

Osteoporosis Menopausica y Corticoidea.
(Omnisky et al. 2008)

ENFERMEDADES NO REUMATOLOGICAS
(Alteracion en RANKL y OPG)

Tumores 6seos
(Zdzisinnska B. et al. 2010)

Calcificaciones VVasculares
(Panizo et al. 2009)

Enfermedad inflamatoria intestinal
(Moschen et al 2005)

Fallo renal crénico
(Fahr leitner-Pammer et al. 2009)

Ca de Prostata y Pulmén
Aumento de OPG. Aumento de mecanismo de células tumorales.
_ (Veaoa et al.2007) Y,
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5. PROTEINAS MORFOGENETICAS OSEAS (BMPs):

5.1. Definicién de BMPs:

Las proteinas morfogenéticas 6seas representan el subgrupo mas grande dentro de la
superfamilia de los factores transformadores del crecimiento (TGF)-B (Transforming
Growth Factor).

Estas moléculas primariamente estimulan la diferenciacion de las células madre
mesenquimales en condroblastos y osteoblastos (King GN & Cochran DL, 2002).

Han sido independizadas al menos 7 BMPs de fuentes humanas y bovinas. En el campo
de la regeneracion periodontal, la mayoria del interés de las investigaciones se ha
focalizado en BMP-2 (OP-2), BMP-3(osteogenina), BMP-7 (OP-1) (Wozney JM.
1995).

Son un grupo de proteinas que pertenecen a la superfamilia de proteinas que promueven
la formacion dsea.

Fue el Dr. Marshall Urist quién realizando un experimento en el que implanté hueso
desmineralizado en el muasculo de un conejo, observd que posteriormente se habia
formado hueso. EI Dr. Urist llamo a las proteinas responsables de este fenomeno “bone
morphogenetic protein” (BMP).

Juegan un papel importante en el desarrollo embrionario incluyendo el desarrollo

cerebral y la formacién Gsea.

OSTEOPONTINA:

Es una glicoproteina multifuncional que estda expresada en varios tipos celulares
incluyendo hueso vy tejido vascular. La osteopontina es producida por osteoclastos e
inhibe la mineralizacion de la matriz Osea. Estudios recientes sugieren que la

osteopontina es un importante regulador de la actividad osteoclastica. Se ha observado
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que la osteopontina juega un papel importante en la inflamacion vascular y que puede
estar directamente relacionado con la aterogénesis (Isoda K, 2002). De hecho, los
ratones transgénicos que sobreexpresan la osteopontina desarrollan un sobrecrecimiento
de la capa intima y la capa media vascular tras una lesién en la misma, por lo que
posiblemente regule respuestas de inflamacion y mineralizacion de forma
independiente. (Yoshitake H, et al 1999).

5.2. Estructura y Clasificacion:

El genoma humano codifica 20 BMPs. Las BMPs son moléculas diméricas
dependientes criticamente de la union intermolecular disulfido para su actividad
bioldgica.

La familia de las BMPs puede dividirse en cuatro subfamilias diferentes:

e Primer grupo: BMP-2 y BMP-4.

e Segundo grupo: BMP-3, BMP-3B (Factor diferenciador de crecimiento 10 o
GDF-10).

e Tercer grupo: BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8.

e Cuarto grupo: GDF-5, GDF-6, GDF-7 (Proteinas morfogenéticas derivadas de
cartilago 1, 2, 3).

e BMP-1 no es un miembro de la familia de las BMP, sino mas bien un enzima
procolagénico C proteinasa envuelto en el procesamiento proteolitico del
procolageno, dirigiendo el autoensamblaje de las fibras de colageno insoluble en

la matriz extracelular.

5.3. Funciones de BMP:

Las BMPs regulan varias actividades mesénquima/osteoblasticas:
1. Quimiotaxis.
2. Unidn dependiente de la adhesion celular (fibronectina).

3. Replicacién celular (mitosis).
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4. Diferenciacion de osteoblastos.
5. Actividad alcalin-fosfatasa.

6. Mineralizacion/sintesis Osteocalcina (Hughes FJ et al, 2006).

Las BMPs también juegan un papel muy importante en la morfogénesis. BMPs 2-4 y 7
se expresan en el epitelio dental y BMPs 2 y 4 recombinantes pueden ser utilizadas
como sustitutos para el epitelio dental en la induccién de la diferenciacidn
mesenquimal. BMP-3 y BMP-7 han sido localizadas en el desarrollo del ligamento
periodontal, cemento y hueso alveolar. Por otra parte BMP-2 fue localizada sélo en
hueso alveolar durante la morfogénesis de las raices (Wozney JM, 1995). Se ha
sugerido el papel de las BMP-3 en el linaje del cementoblastoma por la localizacion de
las mismas en la linea celular de las raices.

Otro de los papeles de las BMPs es la activacion y formacion de los osteoclastos. Las
BMPs estimulan el linaje de los osteoblastos e inician también la liberacion de los
factores que promueven la produccién rapida de osteoclastos. La formacion de los
osteoclastos ocurre antes que la formacion de los osteoblastos. Con lo que grandes dosis
de BMP podrian afectar a la ola de reabsorcion que precede la aparicion del efecto
osteoblastico. (Kanatani M. et al 1995).

Las sefiales mediadas por las BMP interacttan con aquellas mediadas por RANKL en la
induccion de la diferenciacion, funcidon y supervivencia de los osteoclastos. La
supervivencia de los osteoclastos inducida por RANKL se ve reforzada por BMP-2.
(Udagawa N. 2002).

Receptor de BMPs:
La comparacion con otros factores de crecimiento revela que las BMPs estan en un 34-

38% en relacién con la familia de los factores de crecimient® (TGFB). L as BMPs 'y

los ligandos TGFp tienen receptores similares BMP I y II y TGFP tipo I y II
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respectivamente, los cuales funcionan como protein- quinasas. (Fiorellini JP et al,
2005).

Signals

TGFVBMPs
FGFs
WNTs

Hedgehogs
Scaffold
v‘ Collagen
, Fibronectin
" Fibrin
Hyaluronic acid
\ Proteoglycan
".a&. Foams, fibers

.’m M Gels and membranes

Cells

=F

Embryona
NLAITEW IROma
POL em

Dertal pulp stem

Representacion esquematica de la sefializacion molecular de las celtlas y el andamiaje utilizado para la regeneracion

periodontal (Imagen tomada del articulo Yan et al, 2010).

Normalmente se requieren altas concentraciones de BMPs localmente para producir
procesos de regeneracion peridontal. Aproximadamente 10kg de hueso bovino aportan
solo 2 ug de BMP. Esto consiste en una compleja mezcla de BMPs con otras proténas.
Las BMPs recombinantes parcialmente purificadas requieren 0.5-115 pg para producir
la formacion de cartilago en 7 dias y la formacion de hueso en 14 dias (Yan MN et al,
2010).

5.3.1. BMP en regeneracion periodontal
En el campo de la regeneracion periodontal, la mayoria del interés en las

investigaciones se ha focalizado en las BMP-2 (OP-2), BMP3 (osteogenina) y BMP-7
(OP-1).
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Las BMPs, se encuentran envueltas en una variedad tan amplia de procesos que varios
investigadores incluso han sugerido cambiar su nombre por “Body Morphogenetic
Proteins”. Clinicamente los miembros de la familia de BMP han sido asociados con un
nimero importante de patologias, incluyendo la obesidad, la diabetes, la enfermedad
vascular y el cancer, asi como sus comorbilidades asociadas. (Meejung K. & Senyon C.
2011).

e BMPs y obesidad: Recientemente, la sefializacion BMP ha aparecido como una

solucion prometedora para resolver el problema al tratamiento de la obesidad,
sugiriendo como objetivo la actuacion sobre la diferenciacion del adipocito en si
mismo. (Cornier MA et al, 2008).

El tejido adiposo se presenta en dos formas, tejido adiposo blanco (WAT) que

sirve como reservorio de energia y el tejido adiposo marron (BAT)que actla

como gasto de energia directo. Ambos tipos de adipocitos proceden de las
células madre mesenquimales (MSCs), las cuales derivan de las células
embrionarias madre. BMP-2 y BMP-4 promueven la diferenciacion de WAT,
mientras que BMP-7 lo hace de BAT.

De manera similar a BMP-4, BMP-2 ha demostrado estimular a las células
progenitoras en la linea de WAT, ademas de promover la diferenciacion
adipogenica terminal (Sotile V. & Seuwen K, 2000). (Bowers RR et al, 2006).

El reciente descubrimiento de BMP-7 promoviendo la diferenciacion y
termogénesis de BAT ofrece un nuevo potencial clinico. BMP-7 se constituye
como desecadenante de MSCs en la linea de diferenciacion de adipocitos
marrones. BMP-7 promueve las caracterisiticas fenotipicas y la actividad
funcional de los adipocitos marrones, los cuales consumen energia y favorecen
la supresion de la obesidad (Chen TL et al, 2001).

Diabetes: La sefializacibn BMP ha demostrado su participacion en la
homeostasis de la glucosa. La diabetes tipo Il estd causada por defectos en la
secrecion de insulina y la resistencia a la accion de la misma, lo que supone mas
del 90% por ciento de los casos de diabetes. Las terapias actuales para la

diabetes 1l mejoran la accion de la insulina a nivel del higado (Metformina) y de
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tejidos periféricos (Thiazolidinedionas), o mejorando la secrecion de insulina
(Sulfonylureas)(Chen JW et al, 2003). El descubrimiento de BMP-9 como el
primer factor hepatico que regula la concentracién de glucosa en sangre durante
un periodo de tiempo prolongado, muestra un posible acercamiento a un nuevo
tratamiento para los pacientes insensibles a la insulina, al mismo tiempo que
reduce los efectos colaterales cominmente asociados con los tratamientos
actuales como la ganancia de peso o la hipoglicemia. BMP-9 ha sido
identificado como objetivo importante en la regulacion del metabolismo de la
glucosa. Una sola inyeccién de BMP-9 ha demostrado reducir la glucemia a
niveles normales en ratones diabéticos, al mismo tiempo que las ratas que
recibieron administracion intravenosa de BMP-9 han mejorado la tolerancia a la

glucosa y han aumentado la sensibilidad a la insulina. (Chen C et al, 2003).

e Otras enfermedades:

e Calcificaciones vasculares.La expresion de BMP-2 y BMP-4 se regula en las

células endoteliales en el lugar de las placas de ateroesclerosis. Los moduladores
extracelulares que normalmente inhiben la sefial de BMP se han asociado

normalmente a la lesion y enfermedad vascular. (Zebboudj AF, 2002).

e Hipertension pulmonar: Muchos estudios sugieren que la falta de regulacién en

la sefializacion de BMP podria predisponer a la hipertension arterial pulmonar,
el reto clinico es determinar si estos nuevos descubrimientos podrian ser

explotados para el tratamiento terapéutico (Baliga RS et al, 2011).

6. FOSFATASA ACIDA Y FOSFATASA ALCALINA:

La fosfatasa alcalina y la fosfatasa &cida son enzimas intracelulares presentes en la

mayoria de los tejidos y 6rganos, particularmente en los huesos. El aumento de su
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actividad es una consecuencia de procesos destructivos que suceden en hueso alveolar
en estados avanzados de la enfermedad periodontal.(Yoshie H et al, 2007).

La actividad de estos enzimas ha sido estudiada en el liquido clevicular y en saliva
siendo esta Ultima un método simple y no invasivo en su recoleccion para su estudio.
(Numabe Y. et al, 2004).

El aumento de la actividad de estos enzimas indica que un proceso destructivo
patoldgico ha afectado al hueso alveolar, lo que significa que la enfermedad periodontal
esta avanzada (Dabra S & Singh P, 2012).

La fosfatasa alcalina y la fosfatasa acida se encuentran entre los enzimas mas
comunmente asociados al metabolismo 6seo. La fosfatasa alcalina esta enriquecida en
las membranas de las células del tejido de mineralizacidn y también esta presente en los
granulos de leucocitos polimorfonucleares (PMN).

El valor potencial de la fosfatasa alcalina como un biomarcador de la enfermedad
periodontal fue identificado por Ishikawa & Cimasoni, 1970. Ellos encontraron una
correlacion significativa entre las concentraciones de fosfatasa alcalina y la profundidad
de la bolsa periodontal.

La fosfatasa alcalina esté entre las enzimas asociadas al metabolismo dseo. Se encuentra
presente en los neutréfilos, las células epiteliales descamativas, macrofagos y algunas
bacterias incluyendo Actinobacillus y Veillonella, también producen este enzima.
(Dabra S & Singh P, 2012). Del mismo modo los niveles de fosfatasa alcalina en saliva
reflejan inflamacion y destruccion de los tejidos periodontales, sugiriendo su uso como

biomarcadores clinicos utiles (Dabra S & Singh P, 2012).

7. OSTEOCALCINA:

La osteocalcina es una proteina abundante en hueso, que inhibe la calcificacion. Se ha
observado que los ratones con supresion de osteocalcina muestran mejoria en la

formacién 6sea (Ducy P et al, 1996).
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B. HIPOTESIS:

Queremos demostrar el efecto clinico y bioquimico de la melatonina en aplicacién

topica en la encia de pacientes diabéticos y con enfermedad periodontal, estudiando las
variaciones existentes en los marcadores de reabsorcion Osea tales como RANKL,
Fosfatasa alcalina, Fosfatasa acida, Osteopontina y Osteocalcina. Asi como el indice

gingival y la profundidad de bolsa existente.

C. OBJETIVOS:

1. Realizar un estudio comparativo del estado de salud oral: estado periodontal y
marcadores 0seos, entre pacientes sanos y diabéticos

2. Valorar el comportamiento de la melatonina, en su uso topico oral , sobre la
evolucion clinica de pacientes diabéticos con patologia periodontal: Indice
gingival, y profundidad de bolsa.

3. Estudiar el comportamiento de los diferentes marcadores 6seos, presentes en las
patologias periodontales e indicativos de afectacibn dsea como son:
OPG/RANKL, osteopontina, osteocalciona fosfatasas &cida y alakalina .

4. Evaluar la evolucion clinica de la patologia periodontal tras la aplicacion tépica

de la melatonina

D. MATERIAL Y METODOS

Se incluyeron en el estudio un total de 88 pacientes (sanos y enfermos) de los cuales, 18
pacientes dejaron el estudio durante el seguimiento, 9 por no asistir a las consultas de
reevaluacion, 5 por desarrollar enfermedad intercurrente de vias respiratorias altas
durante el estudio e iniciar de tratamiento con antibioterapia y 4 fueron pérdidas de
muestras en el laboratorio, quedando asi 30 pacientes en el grupo de pacientes control y
30 en el grupo de pacientes diabéticos.

El estudio fue llevado a cabo con seleccidn de pacientes de forma aleatoria, en el centro
de Salud de Pinos Puente (Granada, Espafia), asi como en la facultad de Odontologia de
la Universidad de Granada. Fueron incluidos en el estudio un total de 30 pacientes sanos

de ambos sexos (20 hombres y 10 mujeres), con edades entre 31 y 68 afios (media 47
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afios) sin enfermedad periodontal y 30 pacientes de ambos sexos (14 hombres, 16
mujeres) con edades entre 24 y 58 afos (media 43 afios) y enfermedad periodontal. Se
encontraron 17 pacientes con diabetes tipo | y 13 con diabetes tipo II. Ningun paciente
estaba en tratamiento (salvo para el tratamiento de la diabetes).

Para dicho tratamiento farmacoldgico se disponia de insulina en sus distintas
presentaciones y de antidiabéticos orales.

Entre los criterios de exclusion de nuestro estudio se encontraba estar en tratamiento
con bifosfonatos, contraceptivos orales, tratamiento antibiético los 6 meses previos, y
haber recibido o estar siendo tratado (en los ultimos 6 meses) de enfermedades de la
cavidad oral.

En los criterios de exclusion es evidente que se excluyeron tanto en diabéticos como en
sanos los edéntulos totales. S6lo se aceptaron pacientes que tuviesen pérdidas dentales
de no mas de 3 dientes por arcada y que no fuesen dientes diana con la sonda Probe.
Todos los sujetos sanos gozaban de buena salud y no presentaban historia de
enfermedad sistémica o signos clinicos de enfermedad periodontal. Los participantes
fueron completamente informados sobre el estudio y todos ellos firmaron su
consentimiento informado.

El protocolo del estudio fue aprobado por el Comité Etico de la Facultad de
Odontologia, en la Universidad de Granada, y siguiendo el cédigo de Etica de la

Asociacion Médica Mundial.

El estudio se realiz6 en dos fases, una primera donde se compara el grupo de enfermos
(con periodontitis y diabéticos) con el grupo control. Y una segunda fase de muestras
apareadas donde se compara dentro del grupo de pacientes enfermos, estado antes y
después del tratamiento con melatonina topica.

PRIMERA FASE:
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Sujetos enfermos

(Periodontitis y Diabetes) )~ SUJetos sanos

SEGUNDA FASE: APLICACION DE MELATONINA

Sujetos enfermos Sujetos enfermos

(Periodontitis y Diabetes)
ANTES

(Periodontitis y Diabetes)
DESPUES

1. Medicion de indices gingivales y niveles de insercion.

Todos los participantes del estudio (pacientes y controles), fueron sometidos a un
examen oral, que incluia evaluacion médica, y odontoldgica. EI mismo odontélogo

realizo todos los exdmenes antes y después de la aplicacion de la melatonina.

Para la obtencion de los niveles de sangrado y niveles de insercién, se realizaron los

peridontogramas a todos los pacientes antes y después de la aplicacion de la melatonina.

Con el indice gingival pretendemos evaluar antes y despues de aplicar la melatonina, el
grado de inflamacion.

Con la profundidad de sondaje pretendemos evaluar la reduccion de bolsas antes y
después de aplicar la melatonina, y los niveles de insercion obtenida en los distintos

dientes, si bien este pardmetro solo lo consideramos valido como expresion de la
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reduccion de inflamacion y no como reduccion bacteriana, causa verdadera de la

perdida de soporte del diente.

El periodontograma se realiza con la sonda electronica Florida Probe®. Se toman tres
puntos de sondaje por vestibular y tres por palatino y lingual, registrando profundidad
de sondaje, recesiones, sangrado, pus y movilidad. Los dientes ausentes y los terceros
molares son eliminados del estudio. Se identifican los dientes con proétesis fija
(implantes, coronas, puentes). Esta sonda incorpora en su software una opcién en la que
muestra de forma grafica ademas de aspectos como grado de furcas, supuracion,
movilidad, recesiones, el sangrado y la profundidad de sondaje. Asi el sangrado se
representa con un punto rojo en la corona del diente y la profundidad con un nimero y
con una “barrita” en la raiz. Ademas, calcula el indice gingival y la profundidad media
de forma numérica en porcentajes y expresada en una grafica en la parte inferior. La
profundidad de sondaje analizada corresponde a las que son mayores o iguales a 3.4mm

(a partir de este se considera patoldgico).
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La sonda Florida Probe® tiene la ventaja de controlar la
fuerza de insercion en 20-25 g, dicha sonda presenta una resolucion in Vitro de 0’1
mm. Diversos estudios han comparado la reproductibilidad de las medidas clinicas
tomadas con la sonda Florida Probe® versus sonda manual, indicando todos ellos que la
desviacion estandar entre las medidas es menor con la sonda Florida que con sondas
manuales; por tanto las medidas parecen ser mas reproducibles y menos variables.
(Khocht A et al, 1998)(Villalta et al, 1996)(Bermejo, 2012).

2. Intervencioén de la Melatonina.

Posteriormente, los pacientes diabéticos fueron tratados con melatonina en aplicacion
topica (1% en formula crema orabase) en ambas arcadas dentales superior e inferior,
sobre la superficie de la encia adherida durante 20 dias. Los pacientes utilizaban,
manteniendo su higiene habitual, el gel de melatonina, sélo por las noches. Utilizaban
su cepillo de dientes como referencia para la cantidad a utilizar, diseminando el gel a
nivel de las encias. El gel actuaba durante la noche. Por la mafiana establecian su
higiene habitual. Se instruy¢ al paciente para una aplicacion adecuada.

La melatonina se compro pura en la empresa (Helsinn Advanced Synthesis SA, Via
Industria 24, 6710 Biasca, Suiza. La melatonina en gel orabase para uso oral al 1% se
realizé en la empresa: Perpetuo Socorro Company, Granada- Spain. El certificado de

calidad lo aportd: Metapharmaceutical IND, SL. Jose Pla 163-Barcelona-Espafia.

3. La recoleccién de saliva:

Antes y después del tratamiento, se recolectaron muestras de saliva en los pacientes
diabéticos y en los controles sanos. Los pacientes y controles acudieron a la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Granada y al centro de salud de Pinos Puente, a las 9h

tras las 12h de ayuno nocturno. Después de 15 minutos de reposo, se obtuvo una
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muestra de saliva de cada individuo. Con la finalidad de estimular la produccion de
saliva, los participantes mascaron una pieza de parafina durante 7min. Se rechazé la
saliva producida durante los 2 primeros minutos. Posteriormente, se recolecto la saliva
durante los siguientes 5min, para evitar cualquier posible contaminacién. Los pacientes
mascaron la parafina durante el tiempo de la recoleccion de saliva. Las muestras de
saliva recogidas fueron centrifugadas a 3,000 rpm, 4°C durante 15min, y luego el
aclarado sobrenadante fue congelado a -80°C hasta que los ensayos fueron realizados.

4. Determinacion de RANKL, OPG y melatonina salivar:

Se midieron los niveles de RANKL en la saliva usando un ensayo mediante unién
enzimatica immunoabsorbente (ELISA) kit comercial (Peprotech EC, London UK),
siguiendo las instrucciones de manufacturacion. El kit de desarrollo de OPG ELISA
(R&D Systems, Abingdon, Oxfordshire, UK) se usé para medir la cantidad de OPG en
las muestras de saliva de acuerdo a las guias de manufacturacion. Los resultados de los
ensayos con RANKL y OPG se expresaron en pg/mL. Los niveles de melatonina en

saliva fueron medidos por RIA (IBL, Hamburg GMBH, Germany).

5. La determinacién de melatonina en plasma:

Los pacientes venian al laboratorio a las 9.00h tras ayuno nocturno y permanecian

sentados 30min antes de la obtencion de las muestras.

Para la extraccion de sangre, venopuncion, se utilizd una goma eléstica torundas de
algodon, alcohol 96°, jeringas de 10ml de capacidad para extraccion sanguinea y agujas de
calibre grande para evitar la hemolisis, gradillas de acero esterilizables y tubos para la

centrigufacion y otros tubos para la congelacion.

Para la venopuncion se colocaba al paciente en posicion sentada, se limpiaba el sitio de
puncion con alcohol, se colocaba la goma eléstica alrededor del antebrazo con el fin de
ejercer presion y restringir el flujo sanguineo a través de la vena, lo cual hacia que las venas
bajo la banda se dilatasen. Inmediatamente despues, se introducia una aguja en la vena en la

parte interior del codo o en el dorso de la mano. Durante el procedimiento, se retiraba la
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banda para restablecer la circulacion y, una vez que se habia recogido la sangre, se retiraba

la aguja y se cubria el sitio de puncion con una torunda para detener cualquier sangrado.

La sangre extraida se depositaba en 3 tubos con anticoagulante EDTA, de 3ml, se
mueven ligeramente para favorecer la mezcla de sangre y el anticoagulante.
Posteriormente se centrifugaban. Las muestras de sangre se centrifugaban durante 10

minutos a 3000 rpm.

Después utilizando pipetas de 200 microlitos (para la muestras de mMRNA, OPG y Nitrilos)
500 microlitos (para Peroxidacion) y 100 microlitos (para el resto) se extraia el suero que
se distribuia en tubos de criocongelacion de 1,8ml con tapa roscada (NUNC). Las muestras
se introducian en nieve carbdnica suministrada por el Hospital Universitario San Cecilio

de Granada para su conservacion y traslado (a -20°).

6. Determinacion de Fosfatasa Acida, Fosfatasa Alcalina, Osteocalcina y

Osteopontina:

Fosfatasa Acida y Fosfatasa Alcalina:

Se recolectaron muestras de saliva total y se almacenaron en tubos estériles.
Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 10.000rpm durante 10min. La actividad
de las enzimas se determin0 de forma inmediata, espectrométricamente con el método
IFCC (International Federation of Clinical Chemistry) en un analizador automatico
Hitachi 911.

Osteocalcina:

La medida de osteocalcina en saliva fue realizada usando una técnica de
electroluminiscencia (Immulite 2000, Diagnostic Products Corporation, Los Angeles,
CA, USA).

Osteopontina:
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La concentracion de ostepontina se determind por un kit de enzima inmunomeétrico de
osteopontina humano tipo sandwich, siguiendo las instrucciones de manufacturacion
(TiterZyme, Assay Designs, Ann Arbor, MI, USA).

Seguidamente, tras la apropiada dilucidn de las muestras salivares obtenidas, 1001 de
la muestra era afadida a los pozos y la bandeja se cerraba herméticamente y era
incubada durante una hora.

Tras lavarla 7 veces, se pipete6 L4i0del anticuerpo etiquetado en los pozo s, y la
bandeja fue incubada a 4°C durante 30 min. La bandeja se lavo después un total de 9
veces, y 100ul de la soluc®n sustrato fue afiadida a cada pozo seguida de la incubacién
de la misma a temperatura de la habitacion (ambiente) durante 30 minutos en oscuridad.
Después, se afadieron 100ul de la solucidn en reposo (detenida - stop) a cada pozo, y la
bandeja se leyé inmediatamente colocdndola en un lector de microbandejas (enzyme-
linked immunosorbent assay) (ELISA).

La absorbancia de cada pozo fue leida en el lector ELISA usando 450nm como longitud
de onda primaria con correccion entre 570 y 590nm. La concentracion de osteopontina
en las muestras testadas fue estimada usando el estandar de la curva trazada al usar los
valores de densidad Optica con los estandares. Las muestras y los estandares fueron

evaluados de forma duplicada con sugeria el manufacturador.

7. Andlisis estadistico:

Las variables cuantitativas estan expresadas como la media + desviacién estandar (SD).
El test de Student para muestras apareadas, fue utilizado para la comparacion entre el
indice gingival y de profundidad de bolsillo antes y después de la aplicacion topica de
melatonina entre los pacientes diabéticos con enfermedad periodontal, y del mismo
modo el test de student se usd para las muestras independientes en la comparacion de
los niveles salivares de RANKL, OPG y melatonina y los niveles de melatonina en
plasma entre los grupos de pacientes diabéticos y los sujetos sanos. Asi como en la
comparacion de los niveles de fosfatasa &cida, fosfatasa alcalina, osteocalcina y
osteopontina entre estos mismos grupos.

La relacion entre el indice gingival y la profundidad de bolsillo con RANKL y OPG en

saliva asi como los niveles en saliva y plasma fueron medidos con el coeficiente de
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correlacion de Pearson. Del mismo modo, la relacion entre el indice gingival y la prueba
de profundidad de bolsillo con los niveles de fosfatasa acida, fosfatasa alcalina,
osteocalcina y osteopontina en saliva fueron medidos con el coeficiente de correlacién
de Pearson, encontrando significacion estadistica para P<0.05.

Se uso6 para el andlisis de los datos el programa estadistico para ciencias biomédicas
(SPSS) (versién 11.0).

8. RESULTADOS DEL ESTUDIO CLINICO:

PRIMERA FASE

Comparamos en el estudio un total de 30 pacientes de ambos sexos (14 hombres y 16
mujeres) con edades entre 24 y 58 afios (media 43 afios) diabéticos y con enfermedad
periodontal crénica del adulto(donde se encontraron 17 pacientes con diabetes tipo | y
13 con diabetes tipo I1) con el grupo control de 30 pacientes sanos de ambos sexos (20
hombres y 10 mujeres), con edades entre 31 y 68 afios (media 47 afios) sin enfermedad
periodontal y valoramos niveles de RANKL, OPG, melatonina en plasma y melatonina
en saliva antes del tratamiento asi como los valores de Fosfatasa acida y alcalina,

osteopontina y osteocalcina salivares.

Prueba t de Student para valores de RANKL, OPG, MELATONINA en salivay en

sangre en pacientes sanos y pacientes enfermos.

En este apartado comparamos los valores de RANKL, OPG, melatonina en plasma y
melatonina en saliva entre los sujetos normales y los sujetos con periodontitis antes del
tratamiento. Para ello hemos aplicado una prueba t de Student para dos muestras

independientes.

Tabla 1. Comparacion de pacientes diabéticos y casos control antes de la aplicacion

topica del tratamiento con melatonina.
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Sujetos sanos Pacientes Diabéticos Valor de P
Media £ DS Media £ DS
SALIVA
RANKL, pg/mL 53.6 +42.94 102.6 + 66.67 <0.001
OPG, pg/mL 20.3+11.13 104 £7.61 <0.001
Melatonina, pg/mL | 4,5 + 0.81 2.7+0.81 <0.001
PLASMA
Melatonina,pg/mL 13.9+£3.87 9.7 +3.27 <0.001

En la tabla 1 se presentan los estadisticos (media y desviacion tipica) de los sujetos

sanos y enfermos antes del tratamiento en las cuatro variables analizadas.

Observamos como existen diferencias significativas entre sujetos sanos y enfermos

antes del tratamiento en las cuatro variables, siendo los valores de los sujetos sanos

superiores a los sujetos enfermos, excepto para RANKL, en la que los sujetos sanos

tienen una puntuacion media menor.

En las figuras 2 a 5 aparecen los diagramas de caja para las cuatro variables analizadas

en los grupos sano y enfermo antes del tratamiento.
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Figura 2. Diagrama de caja: RANKL en pacientes sanos (53.6+ 42.94) y en pacientes diabéticos

(102+66.67) con p<0.001.
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Figura 3. Diagrama de caja: OPG en pacientes sanos (20.3+11.13) y en pacientes diabéticos
(10.4£7.61) con p<0.001.
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Figura 4. Diagrama de caja: melatonina en plasma en pacientes sanos (13.9+3.87) y en pacientes
diabéticos (9.7+3.27)con p<0.001.
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melatonina_saliva
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T
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Figura 5. Diagrama de caja: melatonina en saliva en pacientes sanos (4.5+0.81) y en pacientes
diabéticos (2.7+0.81) con p<0.001.

En este apartado comparamos también los valores de fosfatasa alcalina, osteocalcina,
fosfatasa &cida y osteopontina entre los sujetos normales y los sujetos con periodontitis
diabéticos antes del tratamiento. Para ello hemos aplicado una prueba t de Student para

dos muestras independientes (tabla 6).

Tabla 6. Estadisticos de grupo

Sanos Enfermos diabéticos P
Media + DS Media + DS
Fosfatasa alcalina 7.34+1.28 40.51 +4.83 ,000**
Osteocalcina 497 +1.35 5,83 +1.41 ,020*
Fosfatasa acida 20.55 +1.99 83.08 + 6.85 ,000**
Osteopontina 2.44 +0.80 12.49+1.78 ,000**

*n.s. 5%; **n.s. 1%

En las figuras 7 a 10 aparecen los diagramas de caja para las cuatro variables analizadas

en los grupos sano y enfermo antes del tratamiento.
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Figura 7. Diagrama de caja: fosfatasa alcalina en pacientes sanos (7.34+1.28) y en pacientes
diabéticos (40.51+4.83) con p<0.001.
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Figura 8. Diagrama de caja: osteocalcina en pacientes sanos (4.97+1.35) y en pacientes diabéticos
(5.83+1.41) con p<0.005.
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Figura 9. Diagrama de caja: fosfatasa acida en pacientes sanos (20.55+1.99) y en pacientes
diabéticos (83.08+6.85) para p<0.001.
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Figura 10. Diagrama de caja: osteopontina en pacientes sanos (2.44+0.80) y en pacientes diabéticos
(12.49£1.78) para p<0.001.

La comparacion de valores entre pacientes diabéticos y pacientes controles de RANKL,
OPG vy niveles de melatonina salivar y melatonina en plasma, asi como niveles de
osteocalcina, osteopontina y fosfatasa &cida y fosfatasa alcalina que muestran que
pacientes diabéticos tuvieron niveles salivares significativamente mas elevados de
RANKL (102.6+ 66.67 vs 53.6 £42.94 pg/mL), de fosfatasa alcalina (40.51+4.83 vs
7.34+1.28), fosfatasa acida (83.08+6.85 vs 20.55+1.99), osteocalcina (5.83+1.41 vs
4.97+ 1.35) y osteopontina (12.49+1.78 vs 2.44+0.80) que los sujetos sanos, asi como
valores significativamente més bajos de OPG salivar (10.4 + 7.61vs 20.3£11.13 pg/mL),
melatonina salivar (4.5+0.81 vs 2.7+0.81 pg/mL) y la melatonina plasmatica (13.9+3.87
vs 9.7£3.27 pg/mL) (P<0.001).

SEGUNDA FASE:

En este apartado comparamos dentro del grupo de pacientes diabéticos con enfermedad

periodontal, las variables a considerar antes y después de la aplicacion de melatonina.

Los pacientes no presentaron efectos adversos tras el tratamiento recibido y se

encontraron satisfechos con la evolucion clinica tras la aplicacion de melatonina.
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Indice gingival

De forma descriptiva, podemos observar (Figura 11) como los valores de indice
gingival disminuyen en todos los pacientes. La media antes de efectuar la aplicacion con
melatonina en los treinta pacientes estudiados ha sido de 15,89 con una desviacién
tipica de 10,26 frente a una media de 5,59 después de aplicar la melatonina, con una
desviacion tipica de 4,08, habiendo por tanto una diferencia de media entre antes y
después de la aplicacion de este medicamento de 10,20 con una desviacion estandar de
7,712. (Tabla 11) (Figura 11).

Una vez calculada la media y desviacion estandar, se realiza la prueba t de Student para
dos muestras relacionada. Podemos comprobar entonces que existen diferencias
significativas en el indice de gingival antesy después de aplicar el tratamiento, ya
que la significacion obtenida es menor que 0.05. Lo que indica que existe una
disminucion significativa en los valores de indice gingival tras la aplicacién de
melatonina.

En la tabla 11 y figura 11 se observa cémo tras la aplicacion de melatonina se produce

una disminucion de los valores de indice gingival.

Media N Desviacion tipica
indice gingival antes 15,84 30 10,26
indice gingival después | 5,59 30 4,08

Tabla 11. Estadisticos descriptivos de indice gingival antes y después
de la aplicacién de melatonina en pacientes en el grupo de pacientes diabéticos con enfermedad periodontal. Para
p< 0.05.
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Figura 11. Gréfico de barras para los valores de indice de sangrado antes y después de la aplicacion
de melatonina en pacientes diabéticos con enfermedad periodontal .

Profundidad de bolsa

De igual forma que hemos hecho con el indice gingival, desde el punto de vista
descriptivo, vemos que hay un descenso notable en la profundidad de sondaje antes y
después de aplicar la melatonina (Figura 12). Asi, la media antes de efectuar la
aplicacion con melatonina ha sido de 28,3 con una desviacion tipica de 19,48, frente a
una media de 11,90 después de aplicar la melatonina, con una desviacién tipica de 9, 01,
habiendo por tanto una diferencia de media entre antes y después de la aplicacion de
este medicamento de 16,4. (Figura 12) (Tabla 12).

Una vez calculada la media y desviacion estandar, se realiza la prueba t de Student para
dos muestras relacionadas. Podemos comprobar entonces que existen diferencias
significativas en la profundidad de sondaje antes y después de aplicar el
tratamiento, ya que la significacién obtenida es menor que 0,05. La media de las

diferencias es de 16,4.

En la tabla 12 y figura 12 se observa cémo tras la aplicacion de melatonina se produce

una disminucion de los valores de profundidad de bolsa.
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Tabla 12. Comparacion de profundidad de la bolsa antes y después de la aplicacion

topica de melatonina en pacientes diabéticos con periodontitis.

Media N Desviacién tipica

Profundidad de bolsa | 28.3 30 19.48
antes
Profundidad de bolsa | 11.9 30 9.01
después.
e ™

I\"I H pb antes

L W pb después

r

. _/

Figura 12. . Gréafico de barras para los valores de profundidad de bolsa antes y después de la aplicacion
de melatonina.

1b.Resultados pruebas t para dos muestras relacionadas

Previamente en la fase 1, hemos mostrado que los pacientes diabéticos con enfermedad
periodontal presentaban niveles de RANKL mayores que el grupo control asi como
niveles de OPG disminuidos con respecto a los mismos.

En este nuevo apartado hemos realizado una prueba t para analizar si existe un cambio
en los valores de RANKL, OPG antes y después de la administracion del tratamiento.
En la tabla 13 se encuentran los estadisticos descriptivos (media, desviacion tipica) de
las cuatro variables analizadas para el grupo de sujetos con periodontitis antes y después

del tratamiento.
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Tabla 13. Estadisticos de muestras relacionadas

Media N Desviacién p
tipica
RANKL antes | 102,63 30 66,67 ,000**
RANKL 73,54 30 47,39 ,000**
después
OPG antes 10,39 30 7,61 ,000**
OPG después | 16,98 30 7,20 ,000**

Las pruebas t de Student para muestras relacionadas (tabla 13) indican que existen
diferencias significativas entre los valores de las variables estudiadas antes y después
del tratamiento. Tras la aplicacion del tratamiento se observa una disminucién
significativa de los valores medios de RANKL que pasan de 102,63 a 73,54, que se
corresponde con la disminucién del indice gingival y disminucién de la profundidad de

bolsa, asi como un incremento de los valores de OPG que pasan de 10,39 a 16,98.

Correlaciones con indice gingival y profundidad de bolsa

Tabla 14. Relacién entre los cambios en el indice gingival y en la profundidad de la
bolsa y los cambios en los niveles de RANKL salivar, OPG salivar, melatonina salivar y
melatonina plasmatica antes y después del tratamiento con melatonina en pacientes

diabéticos con enfermedad periodontal.

Coeficiente de Valor de Coeficiente de Valor de
Correlacion con P Correlacion con la P
indice gingival profundidad de bolsa
Saliva
Diferencia r=-0.039 0.838 r=-0.024 0.901
RANKL
Diferencia r=-0.366 0.047 r=-0.432 0.017
OPG
Diferencia r=0.023 0.904 =-0.032 0.866
Melatonina
Plasma
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Melatonina r=-0.022 0.907 r=-0.33 0.863

Las correlaciones indican que existe una asociacion significativa del cambio en los
valores de OPG antes y después del tratamiento con el cambio en los valores de indice
gingival (r = -0,366; p = 0,047) y profundidad de bolsa (r = -0,432; p = 0,017). De esta
forma, observamos que una disminucion en los valores de indice gingival y profundidad

de bolsa se asocia con un aumento de los valores de OPG.

Resultados pruebas t para fosfatasa alcalina, fosfatasa acida, osteocalcina y
osteopontina en dos muestras relacionadas.

En este apartado hemos realizado una prueba t para analizar si existe un cambio en los
valores de fosfatasa alcalina, osteocalcina, fosfatasa acida y osteopontina antes y
después de la administracion del tratamiento.

En la tabla 15 se encuentran los estadisticos descriptivos (media, desviacién tipica) de
las cuatro variables analizadas para el grupo de sujetos con periodontitis antes y después

del tratamiento.

Tabla 15. Estadisticos de muestras relacionadas

Media N Desv.tip. p
Fosfatasa alcalina antes 40, 51 30 4,83 ,000**
Fosfatasa alcalina después | 26,88 30 4,03
Osteocalcina antes 5,83 30 1,41 ,028*
Osteocalcina después 5,78 30 1,39
Fosfatasa acida antes 83,08 30 6,85 ,000**
Fosfatasa acida después 43,52 30 5,52
Osteopontina antes 12,49 30 1,78 ,000**
Osteopontina después 8,34 30 1,45
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Las pruebas t de Student para muestras relacionadas indican que existen diferencias
significativas entre los valores de las variables estudiadas antes y después del
tratamiento. Tras la aplicacién del tratamiento se observa una disminucion significativa
de los valores de fosfatasa alcalina, cuya media pasa de 40,81 a 26,88; osteocalcina,
cuya media pasa de 5,83 a 5,78; fosfatasa acida cuya media disminuye de 83,08 a 43,52;
y osteopontina cuya media pasa de 12,49 a 8,34. Todos estos valores indican que estas
BMPs y enzimas marcadores de destruccion dsea disminuyen en su concentracion tras
la aplicacion de melatonina con p<0.05 siendo esta asociacion estadisticamente

significativa.

Correlaciones con indice gingival y profundidad de sangrado

Tabla 12. Correlaciones de indice gingival y profundidad de sangrado con fosfatasa alcalina,

osteocalcina fosfatasa acida y osteopontina.

Diferencia_indice | Diferencia_profundidad
gingival de sangrado

Diferencia_fosfatasa r ,129 ,366*
alcalina p 496 047
N 30 30

Diferencia_osteocalcina |r ,105 ,138
p ,580 466

N 30 30

Diferencia_fosfatasa r ,499** ,443*
acida p ,005 014
N 30 30

Diferencia_osteopontina | r ,D78** ,139**
p ,001 ,000

N 30 30

*n.s. 5%; **n.s. 1%

Se han encontrado correlaciones estadisticamente significativas del cambio entre antes y
después del tratamiento del indice gingival con el cambio en los valores de fosfatasa
acida (r = 0,499; p = 0,005) y en osteopontina (r = 0,578; p = 0,001). EI cambio en la

profundidad de bolsa estd correlacionado con el cambio en la fosfatasa alcalina (r =

Maria Herrero Fernandez 63



PERIODONTAL DISEASE, DIABETES AND MELATONIN. BONE MARKERS.

0,366; p = 0,047), con el cambio en fosfatasa acida (r = 0,443; p = 0,014) y con el
cambio en osteopontina (r = 0,739; p = 0,000) (Tabla 16).

E. Discusion.

En esta tesis doctoral se ha demostrado a través del analisis de 30 pacientes con diabetes
y enfermedad periodontal el efecto de la aplicacion tdpica de melatonina en la regién
gingival en los niveles de RANKL, osteoprotegerina y melatonina, al igual que sobre
los niveles de melatonina en plasma. Y sobre los niveles de osteocalcina, osteopontina,
fosfatasa acida y alcalina.

Consideramos que la medicion de melatonina salivar es un método no invasivo y
facilmente mesurable representando ademas una forma indirecta e inocua de la medida
de los niveles de melatonina en plasma.

Tras el analisis de los datos encontramos como existen diferencias significativas entre
ambos grupos, siendo los valores medios de los sujetos sanos superiores a los sujetos
enfermos, excepto para RANKL, fosfatasa alcalina y &cida, osteocalcina y osteopontina
en la que los sujetos sanos tiene un valor inferior. Estos Ultimos son todos marcadores
de reabsorcién dsea, de lo que se deduce que el fenédmeno de reabsorcion Osea
periodontal es menor en sujetos sanos que en sujetos enfermos (diabéticos).
Posteriormente en una segunda fase iniciamos el tratamiento con melatonina.

En esta fase analizamos como se modifican los valores antes referidos encontrados en
los sujetos enfermos antes y después de la aplicacion del tratamiento con melatonina
desde el punto de vista clinico y bioguimico.

Tras la aplicacion de melatonina tépica hubo una reduccion estadisticamente
significativa de niveles salivares de RANKL. Hubo también una asociacion significativa
entre cambios de niveles salivares de OPG (increment&ndose estos tras la aplicacion de
la misma). En cuanto a los valores de fosfatasa acida, fosfatasa alcalina, osteopontina y
osteocalcina se observo una disminucion de los valores de los mismos tras la aplicacion
del tratamiento. Por la accion de la melatonina sobre la disminucion de la reabsorcion
6sea periodontal y la disminucion bioquimica de los marcadores de dicha reabsorcion.
También se midié la profundidad de la bolsa y el indice gingival en los pacientes

enfermos antes y después de la aplicacion de la melatonina observandose que tras la
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aplicacion de melatonina en sujetos enfermos hubo un descenso en el indice gingival y
en la profundidad de bolsillo. Lo que probablemente no se justifique en un periodo de
tiempo tan corto (20 dias) con una regeneracion Osea propiamente dicha, sino que este
mas relacionado con la actividad antiinflamatoria periodontal que ejerce la melatonina.

Disminuyendo asi la profundidad de bolsillo y descendiendo el indice gingival.

1.1 MEDICION DE NIVELES DE MELATONINA Y MARCADORES OSEOS:

En este estudio se ha comprobado una reduccion significativa de los niveles plasmaticos
y salivares de melatonina en pacientes con periodontitis en relacién al grupo control.

La estimacion de melatonina en plasma y saliva ya viene estudiada desde 1987 (Miles A
et al, 1987). Trabajos como los de (Shirakawa S et al, 1998) estudian en 7 pacientes la
relacion entre los niveles de melatonina en suero y melatonina salival .Demostrando asi
que la medida de los niveles de melatonina salival podrian considerarse un buen
indicador de la secrecién en la circulacion general de melatonina.

Factores como el tabaco, la exposicion a la luz, consumicion de alcohol y la edad,
disminuyen los niveles de melatonina salivar, sin variabilidad en consideraciones de
género (Burgess HJ & Fogg LF, 2008).

Tras su secrecion la melatonina difunde pasivamente en la saliva y la mucosa oral para
entrar en la cavidad oral (Reiter R. J. 1986). Asi pues, la melatonina salivar representa

un porcentaje de la melatonina libre.

La variacion de los niveles salivares de melatonina en relacién con el grado de
enfermedad periodontal (Cutando A. et al, 2006), asi como la relacion entre la
melatonina salivar y la salud oral en pacientes diabéticos (Cutando A. et al, 2003) ya
han sido demostrados en otros trabajos, donde se refleja que el grado de enfermedad
periodontal aumenta proporcionalmente a la disminucion de los niveles de melatonina
salivar, indicando que la melatonina podria actuar protegiendo a la cavidad oral de la

actuacion bacteriana externa.

La melatonina gracias a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidativas ha sido
usada en pacientes diabéticos con enfermedad periodontal donde se ha demostrado que

Maria Herrero Fernandez 65




PERIODONTAL DISEASE, DIABETES AND MELATONIN. BONE MARKERS.

ejerce un rol protector sobre el dafio generado por los radicales libres. Un incremento de
melatonina en pacientes diabéticos favorece la proteccion frente al dafio oxidativo,
especialmente en cavidad oral (Cutando A et al, 2003).

Una de las causas mayoritarias de pérdida de dientes en el humano es la destruccion
6sea. La periodontitis crénica como ya hemos comentado con anterioridad genera una
destruccidn progresiva del ligamento periodontal y del hueso alveolar, con la formacion
de bolsa periodontal, recesion gingival o ambas.

Debemos recordar que el paciente diabético es de especial interés en su relacién con la
enfermedad periodontal hoy dia, ya que se ha podido comprobar que cuando un enfermo
diabético empeora su estado metabdlico, también empeora su estado periodontal y
viceversa, de ahi que algunos autores consideren a estas enfermedades como
“bidireccionales”. Por otra parte tratar los signos y sintomas que produce la enfermedad
periodontal en este tipo de pacientes diabéticos es dificil, pues a su menor resistencia
inmunoldgica al ataque de las bacterias propias del proceso periodontal, se une la mayor
parte de los farmacos antiinflamatorios que puede empeorar el cuadro metabolico de
estos pacientes, de ahi el interés de experimentar con farmacos menos agresivos y de

utilizacion local como es el objeto de este estudio con melatonina.

A este hecho se une que los niveles de melatonina salivar son menores en sujetos
diabéticos que en sujetos sanos, siendo uno de los responsables directos la hiposilalia y
xerostomia que sufren estos pacientes a causa de la enfermedad (Bajaj S. et al, 2012).

En el metabolismo 6seo, una pieza fundamental es el osteoclasto célula multinucleada
encargada de la reabsorcion de matriz extracelular mediante diversos mecanismos,
entre los cuales se encuentra la produccidn de radicales libres.

La melatonina, a través de su accion antioxidante y depuradora de radicales libres,
podria interferir en esta funcion del osteoclasto e inhibir de esta forma la reabsorcion
6sea (Haffajee AD & Socransky SS. 2000)

Se ha sugerido que el organismo responde a la inflamacion periodontal aumentando la
produccion de melatonina, y por lo tanto la disponibilidad de melatonina en la cavidad

oral.
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Se demostré que los linfocitos de los pacientes con DM tipo | producen bajas cantidades
de IL-2. Cutando A, et al 2003, muestran que los niveles de IL-2 no estan relacionados
con el tipo de diabetes pero que cambian significativamente con el estado de
enfermedad periodontal, alcanzando niveles mas bajos en indices de enfermedad
periodontal altos. Quiza el aumento significativo que sufre la melatonina en grado 4 de
indice de enfermedad periodontal podria ser responsable de la suave elevacion de la IL-
2. Los pacientes con DM muestran una respuesta menor en ambas, melatonina e 1L-2,
sugiriendo que las propiedades de inmunoestimulacién y antiinflamatorias de la
melatonina estan también deprimidas en estos pacientes (Cardinalli DP et al, 2003).

El grupo de Paola Secchiero en 2006 estudio si la elevacion de OPG en el suero
sanguineo representa un evento temprano o tardio en la historia natural de la diabetes
mellitus e investigd la correlacion entre la produccion y liberacion de OPG y los niveles
de glucosa ambos in vivo e in Vitro encontrando que se trataba de un evento de
evolucion tardia en el desarrollo de la diabetes. Y que en esta evolucion los niveles
séricos de OPG estaban aumentados en los pacientes diabéticos y se correlacionaba con
un aumento en la disfuncién vascular de los mismos.

En la misma linea en un estudio de 2001 Browner WS, et al. descubrieron que los
niveles de OPG en suero eran un 30% mas elevado en mujeres con diabetes que en
mujeres no diabéticas pero de avanzada edad, (en contraposicién con nuestros
resultados en los que los diabéticos tenian una disminucidn significativa de OPG con
respecto al grupo control) se estudidé una correlacién significativa entre los niveles
elevados de OPG en suero y la prevalencia aumentada de la mortalidad por enfermedad
cardiovascular. De manera llamativa en estudios realizados por Bucay N et al. 1998, el
déficit de OPG en ratones, mostraba ambas, un descenso de la densidad 6sea y una
calcificacion de los vasos sanguineos. OPG y RANKL podrian estar implicados no sélo

en la regulacion de la osteoclastogénesis sino también de la ateroesclerosis.

En la primera fase de nuestro estudio observamos que los pacientes diabéticos reflejan
niveles medios de OPG y Melatonina en saliva inferiores a los sujetos sanos. Asi como
niveles medios de RANKL superiores al grupo control. Determinadas caracteristicas
basales clinico- metabdlicas del paciente diabético como la xerostomia que acomparfia a

esta enfermedad pueden condicionar el estado de estos valores bioguimicos, ademas el
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descenso de OPG favorece que RANKL se una a RANK y que se active asi la
destruccidon 6sea. Del mismo modo en el paciente diabético encontramos niveles medios
méas elevados en la fosfatasa acida y alcalina, la osteocalcina y la osteopontina,
elementos marcadores de la destruccion Gsea, que se corresponde clinicamente con una
mayor profundidad de bolsa y de indice gingival.

Es interesante sefialar que otros autores refuerzan con sus investigaciones estos datos,
donde en la comparacion entre pacientes diabéticos y pacientes controles de OPG,
RANKL, y niveles de melatonina salivar y melatonina en plasma; los pacientes
diabéticos tuvieron niveles salivares significativamente mas elevados de RANKL que
los sujetos sanos, asi como valores significativamente mas bajos de OPG salivar,
melatonina salivar y melatonina plasmatica (Galluzi F, et al 2005).

La inhibicion de RANK-L puede ofrecer un acercamiento racional al tratamiento de la
enfermedad periodontal. Recordamos que RANK-L es una molécula recientemente
descubierta que se expresa altamente en tejido linfoide, hueso trabecular,
particularmente en areas asociadas con remodelacion activa de hueso u osteolisis
inflamatoria. (Yasuda H et al, 1998).

Existen pocos estudios relacionando RANK-L y su papel potencial en la enfermedad
periodontal. Recientemente Lossdorfer S et al, 2002 han encontrado RANK y RANK-L
en tejidos dentales y dientes deciduales humanos. RANK-L también ha sido asociada
con la destruccion de tejido alveolar 6seo durante la infeccion periodontal en modelos
de estudio animal. Estos resultados indican que la destruccion alveolar ésea observada
en la periodontitis es debida, al menos en parte, a la accion de los osteoclastos y es
mediada por RANK-L.

Otrowska Z. et al en 2010 estudiaron en 57 chicas entre 13 y 18 afios de edad con
anorexia nerviosa la relacion existente entre la melatonina y la pérdida de su estado 6seo
mediado por el sistema OPG/RANKL, obteniendo como resultado que la reduccion de
la proporcion OPG/RANKL en las chicas con anorexia nerviosa explicaba en parte el
aumento en la pérdida de hueso observada en estos pacientes. Estudios realizados por
Teng et al, 2000 incluian a RANKL y OPG en la patogénesis de la enfermedad
periodontal, demostrando que la estimulacion de células T-CD4 por A.

actinomycetemcomitans inducian la produccion de RANKL y la activacién de
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osteoclastos y que in vivo la inhibicion de RANKL con aumento de OPG disminuia la
destruccion de hueso alveolar y reducia el nimero de osteoclastos periodontales.
Recordamos que el liquido clevicular gingival presenta propiedades como atravesar el
tejido inflamado y transportar moléculas envueltas en el proceso destructivo, ofreciendo
asi una elevada fuente de factores que pueden asociarse a la actividad osteoclastica con
potencial de ser detectados con anterioridad a la pérdida irreversible de hueso. (Mc
Cauley LK & Nohutcu RM, 2002)

Por estas caracteristicas la mayoria de los estudios de los mediadores de la enfermedad
periodontal relacionados con el sistema OPG/RANKL se realizan analizando el liquido
clevicular gingival.

La presencia de RANK-L en liquido clevicular gingival de los sitios con pérdida
episodica de tejido conectivo implica un papel potencial en el mecanismo de la
destruccion de tejido asociada a periodontitis.

En el liquido clevicular gingival de pacientes con periodontitis se han localizado varias
citoquinas proinflamatorias y proreabsortivas. Interesantemente el factor de necrosis
tumorala, IL-1B, IL-6 y la prostaglandina E; han demostrado aumentar los niveles de
RANKL y niveles de proteinas, e inhibir RNAmM de OPG en los osteoblastos (Hofbauer
et al, 2000).

Fue el grupo de Mogi M, et al 2004 quienes tras el andlisis de los indicadores de la
respuesta inmune y analizando el liquido clevicular gingival con el test ELISA
establecen sobre una muestra de 132 pacientes la hipotesis de que el desequilibrio entre
el sistema RANKL/OPG esta relacionado con la patogénesis de la periodontitis. En su
estudio las concentraciones de RANKL fueron significativamente mayores en pacientes
con periodontitis que en pacientes sanos al mismo tiempo que se demostrd un descenso
en las concentraciones de OPG. Resultados nuevamente similares a los encontrados en
nuestro estudio.

Asi como el de Vernal R et al, 2004 donde se demuestra igualmente que la cantidad
total de RANK-L en liquido clevicular gingival esta significativamente aumentado en la
enfermedad periodontal, apoyando asi su papel en la pérdida de hueso alveolar en esta
enfermedad. Partiendo que los linfocitos T predominan en las lesiones crénicas, reflejan

en su muestra de 20 sujetos que la cantidad total presente de RANK-L en el liquido
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clevicular gingival en pacientes con periodontitis era mayor que en los pacientes
control.

Los niveles de melatonina en el liquido clevicular gingival son 60% mas bajos que en
suero, y 30% mas bajos que los niveles salivares. La medida de los niveles salivares de
melatonina es un técnica fiable para monitorizar el ritmo circadiano de la misma.
(Cutando A. et al, 2007). En nuestro estudio el analisis de los datos lo realizamos sobre
la recoleccion de saliva a las 9.00h, tras la masticacion de parafina durante 7min
estimulando asi a la misma previamente. Obteniendo en nuestros resultados que
pacientes con diabetes y enfermedad periodontal tenian niveles més altos de RANKL
que los sujetos sanos, asi como valores significativamente mas bajos de OPG salivar,
melatonina salivar y melatonina en plasma. Alrededor del 24-33% de la melatonina
plasméatica aparece en la saliva, donde puede ser facilmente medida por
radioinmunoensayo (RIA). (Mclintyre IM. et al, 1987)(Vakkuri O. 1985).

Nuestros resultados en este modelo de enfermedad periodontal en pacientes diabéticos
con un descenso de niveles de RANKL salivares asociados con un aumento de niveles
de OPG confirma los datos obtenidos en otros estudios experimentales previos (Koyama
H. et al, 2002) (Satomura K et al, 2007) (Roth JA et al, 1999). La medida de la
melatonina salivar provee una forma accesible a la obtencion de datos sobre la
excrecion de la melatonina a través de esta ruta. Existe una correlacion significativa
positiva entre la melatonina salivar y plasmatica, siendo la primera un indicador fiable
de los niveles de melatonina en plasma. Midiendo la melatonina salivar, se pueden
estudiar patologias orales en relacion al comportamiento de la melatonina en plasma y
saliva. (Cutando A. et al, 2003).

1.2. LAMELATONINA'Y EL HUESO:

En este trabajo hemos comprobado como se modificaban los marcadores de remodelado
6seo tras el tratamiento con melatonina topica.

Diversos trabajos cientificos han relacionado el efecto favorable que la melatonina tiene
sobre el metabolismo dseo, por ejemplo la osteoporosis, al actuar sobre diferentes
moléculas que estan implicadas en dicho metabolismo como son las BMP, diferentes
citoquinas y moléculas como RANKL u OPG. Pero no se habia evaluado el
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comportamiento que podria tener la melatonina sobre la enfermedad periodontal en
donde hay una destruccion de hueso alveolar en mayor o menor medida. Nuestro
estudio como ya hemos comentado con anterioridad, se centra en valorar el
comportamiento que tiene la aplicacion topica de melatonina en pacientes periodontales
diabéticos, estudiando la evolucién clinica del paciente y valorando los cambios que se
producen en las concentraciones de los marcadores bioguimicos relacionados con la
formacion y destruccion osea.

La formacion dsea se origina a través de procesos de remodelado que se suceden
continuamente, incluyendo la resorcion dsea por parte de los osteoclastos del hueso
viejo, y la subsecuente formaciéon de hueso nuevo por los osteoblastos. La posible
influencia de la melatonina sobre el metabolismo del hueso ha sido repetidamente

propuesta por diferentes autores durante las Gltimas 4 décadas.
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Una consecuencia importante de la actividad osteoclastica es la generacion de radicales
libres, que contribuye a un proceso de degradacion y reabsorcion. Las acciones de la
melatonina sobre la funcién dsea incluyen la promocién y diferenciacion de
osteoblastos, actividad y expresion de osteoprotegerina lo que previene la diferenciacion
de osteoclastos y la eliminacién de radicales libres generados por la actividad
osteoclastica y responsables de la reabsorcidn dsea.

Estudios como los realizados por Roth J.A et al, en 1999 defienden que la melatonina es

capaz de inducir la diferenciacion y mineralizacion de las células osteoblésticas
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cultivadas. Esta es la primera demostracion de que la melatonina tiene el potencial para
jugar un papel esencial en la regulacion del crecimiento 6seo, lo que la situaria en alta
colaboracién con otros agentes como glucocorticoides, proteinas 6seas morfogenéticas y
vitamina D3 que son conocidas por potenciar la estimulacion de la mineralizacion
estimulando a los osteoblastos.

La literatura recoge estudios como los de Koyama et al, 2002 donde se demuestra que la
melatonina inducia la expresion de OPG y suprimia la expresion de RANKL in Vitro,
resultados que se traducen en que la melatonina participa en la inhibicion de la
reabsorcion Osea, al menos en parte, a traves de la regulacion de la formacion y
activacion de los osteoclastos mediados por RANKL. Resultados nuevamente similares
a los obtenidos en la segunda fase de nuestro estudio, donde encontramos una
asociacion significativa entre cambios de niveles salivares de OPG antes y después de la
aplicacion topica de melatonina. Siendo estas concentraciones salivares de OPG
mayores tras la aplicacion de melatonina tdpica durante 20 dias. Del mismo modo, se
recogen una disminucion en las concentraciones de RANKL tras la aplicacion del
tratamiento, que a su vez se corresponden con la disminucion en los niveles de fosfatasa
alcalina, 4cida, osteocalcina y osteopontina.

Existen sin embargo datos en contra de la hip6tesis del efecto de la melatonina sobre la
formacion 6sea de osteoblastos, donde Ostrowska (Ostrowska et al, 2003) encontr6 que
en las ratas Wistar macho, con altas concentraciones de melatonina en plasma se
correlacionaban con bajos niveles de marcadores formadores de hueso y que la
pinealectomia elevaba los niveles de biomarcadores de metabolismo éseo, alterando asi
la fase y amplitud de su ciclo circadiano. En otro estudio de 2002 Suzuki y Hatorri,
cultivaron osteoblastos en la presencia de osteoclastos y analizaron asi el efecto de la
melatonina sobre ambos. Estos autores sefialan la importancia de la interaccion célula
con célula. Es importante destacar que en nuestro trabajo existe una asociacién
significativa en los valores de OPG antes y después del tratamiento con melatonina en
los pacientes diabéticos y con enfermedad periodontal con los valores antes y después
de indice gingival y profundidad de bolsa. Lo que demuestra que una disminucion en
los valores de indice gingival y profundidad de bolsa se asocia con un aumento de los
valores de OPG. Lo que se relaciona con una mejora en el estado clinico de la

enfermedad periodontal. Por lo que la aplicacion de melatonina en el grupo de pacientes
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diabéticos con enfermedad periodontal no s6lo mejora la clinica, sino que aumenta los
valores de OPG, y disminuye los niveles de RANKL, fosfatasa acida y alcalina,
osteopontina y osteocalcina. Existiendo correlaciones estadisticamente significativas del
cambio de estos valores bioquimicos con los valores clinicos de profundidad de bolsa e
indice gingival.

En el momento actual no hay ensayos clinicos focalizados en el posible valor
terapéutico de la melatonina en el tratamiento de la osteoporosis. Aunque algunos
estudios epidemioldgicos refuerzan el posible rol etiolégico en la alteracién de
secrecion de melatonina en la misma. Este es el caso de un reciente estudio de
Feskanich et al, 2009; que establecié en una muestra de mas de 38,000 mujeres
postmenopausicas que el trabajo nocturno causaba alteraciones en los patrones de
secrecion de melatonina asi como disrupciones severas en el ritmo del ciclo circadiano,
al analizar un aumento de riesgo de fracturas de cadera y mufieca en 8 afios de periodo
de seguimiento.

Otros estudios experimentales como el de Oktem (Oktem et al, 2006) demostraron que
la mayoria de las ratas ooforectomizadas (como modelo de menopausia) sugieren, en
general, un rol protector de la melatonina en la prevencion de la degradacion dsea y la
promocion de la formacion oOsea.

En nuestro estudio obtenemos resultados similiares a los referidos con anterioridad en
moléculas que directamente estan involucradas en el metabolismo 6seo, y que se ven
directamente afectadas de manera positiva con la utilizacion de la melatonina en cortos
periodos de tiempo. Ya que se refleja un aumento de los niveles de OPG tras la
aplicacion de melatonina topica, que asociamos al aumento de la actividad
osteoblastica, y accion protectora frente a la accidn destructiva 6sea y una disminucion
de los niveles de RANKL, que asociamos a la actividad osteoclastica. Asi como una
disminucion significativa de los valores de fosfatasa alcalina, osteocalcina, fosfatasa
acida y osteopontina, proteinas asociadas a la destruccion 6sea. Al mismo tiempo en
nuestro estudio analizamos otras variables clinicas, asociadas especificamente a cavidad
oral, tras el tratamiento con melatonina topica. Mejorando el indice gingival en
nuestros pacientes, con la disminucion del mismo estadisticamente significativa y una

disminucion de la profundidad de bolsa periodontal.
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Sin embargo, a pesar del cambio observado en los marcadores bioquimicos que apoyan
la teoria de una regeneracion 6sea ocurrida en el alveolo dental tras la aplicacion topica
de melatonina durante un periodo de 20 dias, que se corresponde con una aparente
asociacion clinica en la mejora en la profundidad de bolsa y del indice gingival, no
debemos de olvidar las caracteristicas antiinflamatorias que se le atribuyen a la accion
de la melatonina, y que probablemente sean las responsables directas de esta
disminucion en la profundidad de bolsa y el indice gingival. Ya que el periodo de
tiempo evaluado, se consideraria corto para una regeneracion Osea valorable, que
probablemente no plasmaria una afectacién positiva del hueso alveolar. Un estudio
radiol6gico que apoyara estos hechos sélo tendria valor en la comparativa durante un
tiempo mas prolongado, de seis meses a un afio, viendo la evolucion de la enfermedad
periodontal junto a radiografias seriadas. Estudio que seria interesante plantear en un
futuro.

Numerosos estudios proponen a la melatonina como molécula antiinflamatoria que
reduce con sus propiedades antioxidantes los dafios causados por los agentes oxidativos
generados por las células inmunes, asi como a los mediadores de la pro-inflamacion,
rompiendo el circulo vicioso del reclutamiento oxidacion/leucocito, y promoviendo la
apoptosis de los mismos (Radogna F et al, 2010). Esto se traduce en la inhibicién de las
fases tardias y cronicas de la respuesta inflamatoria, como ocurriria en la enfermedad
periodontal.

Nuestro estudio sefiala niveles bajos de melatonina salival y plasmética en los pacientes
diabéticos seleccionados, lo que se asocia un aumento en el indice de enfermedad
periodontal gingival y en la profundidad del bolsillo periodontal. Otros estudios
recientes han demostrado que un derivado de la melatonina I-benzyl-2,4,6
tribromomelatonin, tiene una actividad méas potente que la melatonina en si misma, y
que podria tener un uso potencial en el tratamiento de la enfermedad 6sea de la cavidad

oral, asi como en la osteoporosis (Suzuki et al, 2008).

Los niveles de melatonina salivar en nuestros pacientes fueron medidos por RIA (IBL,
Hamburg GMBH, Germany) en la primera fase, donde comparamos al grupo de
pacientes diabéticos con periodontitis con el grupo control, obteniendo resultados

significativamente mas bajos en pacientes diabéticos con periodontitis que en pacientes
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sanos, en las variables analizadas de melatonina salivar y melatonina plasmaética. Lo que
podria reforzar la asociacion entre la melatonina y el efecto protector que ejerce la

misma frente a la inflamacioén.

La melatonina tiene como hemos sefialado anteriormente una relacion con el sistema
inmune, modulando su respuesta a los diferentes tipos de enfermedades, incluyendo la
patologia oral como la periodontitis. La inhibicién de la produccion de melatonina por
la luz o el propanolol o un bloqueador de receptor B-adrenérgico, produce una supresion
de la respuesta humoral y celular del sistema inmune. Esta observacion puede
extenderse a la cavidad oral, desde que la presencia de la enfermedad periodontal ha
estado cercanamente relacionada con la disminucion de las concentraciones de plasma 'y
melatonina salivar, aumentando la produccion de citokinas y la respuesta humoral y
celular. (Cutando A, et al. 2003).

Los efectos positivos de la melatonina y sus derivados sobre los mediadores
inflamatorios y las células 6seas son beneficiosos mejorando la salud periodontal.
Evidencias recientes prueban que los niveles de melatonina salivar podrian variar de
acuerdo al grado de enfermedad periodontal (Cutando A. et al, 2006). En algunos
estudios se encontrd una relacion negativa entre los niveles de melatonina salivar y la
severidad de la enfermedad periodontal. Lo que consecuentemente asocié que una
disminuciéon en la produccién de saliva y melatonina con la edad predispone a
individuos mayores a aumentar el riesgo de enfermedad oral y periodontal. Los
procedimientos dentales, incluyendo la extraccion dental, podrian dar como resultado
una inflamacion y estrés oxidativo en la cavidad oral. Tras la administracion local, la
accion antioxidativa de la melatonina podria ser beneficiosa contrarrestando este estrés
oxidativo (Cutando A. et al, 2007).

Estudios recientes de Cevik-Aras H. et al, 2011 proponen que la melatonina induce la
sintesis proteica en la glandula parotida de la rata y por lo tanto afecta a la actividad
glandular. Esta novedosa accion de la melatonina podria incrementar sus implicaciones
clinicas en el tratamiento de la xerostomia, caries, periodontitis, infecciones de la
mucosa oral, inflamacién de la glandula salivar, y cura de heridas.

(Aras H.C. & Ekstrom J, 2008).
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Todo ello apoya la accion favorable de la melatonina sobre la patologia en la cavidad

oral, que encontramos a su vez en la segunda fase de nuestros resultados.

Dentro de las limitaciones de nuestro trabajo encontramos un escaso tamafio muestral,
lo que limita trasladar las conclusiones a la poblacion general. La posibilidad de haber
medido otros parametros como glucemias en los pacientes diabéticos, melatonina
salivar y plasmatica tras el tratamiento o la regeneracion dsea a los 20 dias de la
aplicacion de melatonina. Otra de las limitaciones que encontramos es la pérdida de
pacientes en el seguimiento de los mismos desde el inicio del estudio.

Por tanto, la enfermedad periodontal es una enfermedad crénica inflamatoria de los
tejidos de soporte dentales que se constituye como una de las causas mas importantes de
pérdida de dientes en el hombre. La periodontitis cronica genera debilidad en los tejidos
de soporte dentales, resultando una destruccién progresiva del ligamento periodontal y
del hueso alveolar, con la formacion de bolsa periodontal, recesion gingival o ambas.
Por la importancia de esta enfermedad en la poblacion general y de su asociacién con la
poblacion diabética, asi como por el aumento de la prevalencia de la misma en los
pacientes diabéticos y la relacion entre la hiperglicemia y la disminucion de sintesis
0sea se ha establecido el interés de este estudio.

Obteniendo que aquellos factores favorecedores de la accion osteoclastica, por lo tanto
destruccion dsea, RANKL, osteocalcina, osteopontina, fosfatasa alcalina y fosfatasa
acida estdn aumentados en los pacientes diabéticos con enfermedad periodontal.
mientras que los valores de OPG y RANK estan disminuidos. Tal y como se
corresponde con otros trabajos en la literatura. Tras la aplicacion de melatonina en
pacientes enfermos se observa que tras la aplicacién de melatonina los niveles de OPG
han aumentado mientras que los de RANKL, osteocalcina, osteopontina, fosfatasa
alcalina y fosfatasa acida han disminuido, lo que defiende y se corresponde con otros
datos en la literatura, al mismo tiempo que sefiala las propiedades antiinflamatorias y

antireasortivas de la melatonina.

Maria Herrero Fernandez 76



PERIODONTAL DISEASE, DIABETES AND MELATONIN. BONE MARKERS.

Conclusiones finales:

1. El estado de salud periodontal se encuentra disminuido en pacientes diabéticos
con respecto a los pacientes sanos control. Y encontramos marcadores como
RANKL, Fosfatasa acida, Fosfatasa alcalina, osteopontina y calcitonina,
indicadores de reabsorcion 0sea, aumentados.

2. Evolucion en la disminucion del indice gingival y la profundidad de bolsa tras la
aplicacion de melatonina tépica en el paciente diabético.

3. Los marcadores 6seos indicadores de la afectacion Osea como RANKL,
Fosfatasa 4cida, Fosfatasa alcalina, osteopontina y osteocalcina estan
aumentados en pacientes diabéticos con enfermedad periodontal. Tras la
aplicacion de melatonina tépica se produce una disminucién de los mismos.

4. La evolucion clinica de la patologia periodontal tras la aplicacion de melatonina
muestra una disminucion en la inflamacion periodontal, mejorando el indice

gingival y disminuyendo la profundidad de bolsa.
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