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Resumen






Resumen:

El objetivo de este estudio ha sido evaluar los efectos de la aplicacién de melatonina
y apigenina sobre la neoformacion y maduracion ésea en 30, 60 y 90 dias en
alveolos post extraccion. La muestra esta compuesta por nueve perros Beagle de
entre 14 y 16 meses. Los resultados ponen de manifiesto, respecto a la melatonina,
un porcentaje bajo de hueso inmaduro a los 30 y a los 60 dias de su aplicacion,
siendo los resultados con diferencia significativa entre este grupo y el grupo control.
Sin embargo, el aumenté en la madurez ésea tras la aplicacion de melatonina es
mayor que si se aplica apigenina, y la diferencia entre la aplicacion de ambas
sustancias es estadisticamente significativa tanto en el primer como en el segundo
mes. A los 90 dias no se han encontrado diferencias significativas entre las

sustancias aplicadas, ni entre estas sustancias y el grupo control.

Abstract:

The aim of this study is to evaluate the effects of the application of melatonin and
apigenina in the formation and maturation of new bone at 30, 60 and 90 days in
post-extraction sites. The sample is composed of nine Beagle dogs between 14
and 16 months of age. Regarding the melatonin, the results show a low percentage
of immature bone within 30 and 60 days of its application, being the results
significantly different between this group and the control group. However, the
increase in bone maturity after the application of melatonin is bigger than when
apigenin is applied, and the difference between the applications of both substances
is statistically significant in the first moth as well as in the second month. Within the
90 days there are no significant differences between the applied substances,

neither between these substances and the control group.
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1. Introduccion

Los pacientes con atrofia severa de los procesos alveolares maxilares, o con
senos maxilares excesivamente neumatizados, presentan dificultades para la
osteointegracion de los implantes debido a la ausencia de hueso tanto en altura
como en anchura. Por ello, estos pacientes suponen un reto a la hora de
rehabilitar estos maxilares. (Gonzalez-Garcia R. y cols. 2005). Debido a las
dificultades que se producen para una adecuado osteointegraciéon durante la
rehabilitacion, los injertos 6seos constituyen una opcion terapéutica para obtener

un volumen y morfologia 6seos apropiados para tales fines.

La regeneracion Osea, por tanto, tiene como objetivo crear un hueso sano y
suficiente en los procesos alveolares de los maxilares, para cubrir defectos
Oseos periodontales o para tener procesos alveolares adecuados donde colocar

prétesis dentales de manera convencional o implantes dentales osteointegrados.

Osteointegracion se define como la conexion directa estructural y funcional entre
el hueso vivo y la superficie de un implante (Branemark Pl. y cols. 1985). Los
implantes osteointegrados requieren para su colocacién de una cantidad

suficiente de hueso alveolar que los cubra y soporte.

En la presente investigacion se afrontan las cuestiones antes referidas desde un
punto de vista tedrico, abordando los mecanismos existentes para la
regeneracion 0sea (osteogeénesis, osteoinduccion y osteoconduccion), asi como
los biomateriales empleados para la reconstruccion; y practico, a partir de una
investigacién realizada con perros Beagle en la que se han analizado los
resultados obtenidos en la regeneracion Osea tras aplicarles melatonina o

apigenina.
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1.1 Bases moleculares del metabolismo 6seo:

El tejido 6seo es un tejido capaz de regenerarse tras un trauma; de hecho, esta
en constante proceso de transformacidn o remodelado. Dentro de la matriz
extracelular (MEC) se encuentran las células caracteristicas de este tejido:

ostedgenas, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos (Figura 1).
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Figura 1. Las células osteogénicas se transforman en osteoblastos que daran

lugar a los osteocitos. (Fernandez-Tresguerres |. y cols. 2006).

La funcion de los osteoblastos es la de formar hueso y sintetizar proteinas y
factores de crecimiento, liderando el proceso de regeneracion 6sea. Los osteocitos,

por su parte, participan de dicha funcidon y mineralizan la matriz extracelular

(Fernandez-Tresguerres l. y cols. 2006).
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Finalmente, los osteoclastos degradan y reabsorben la matriz 6sea, generando
compuestos reactivos de oxigeno que oxidan las moléculas que forman parte de la

matriz extracelular, como el acido hialurénico y el colageno (Abarrategi A. 2009).

1.1.1 Proliferaciéon y diferenciacion osteoblastica:

La diferenciacion hacia la linea celular osteoblastica es controlada, en un primer
estadio, por la expresion génica del factor de transcripcion Cbfal/Runx2 y las
proteinas morfogenéticas de hueso (BMPs), que son los primeros indicadores de la
diferenciacion osteogénica ya que dan lugar a la transformacién de una célula madre
mesenquimal en una célula osteoprogenitora (Fernandez-Tresguerres l. y cols.

2006).

Estos precursores celulares diferenciados expresan proteinas especificas para
su funcidén, o marcadores, en la membrana celular, de modo que en estas
células osteoprogenitoras tiene lugar la expresién génica del polipéptido « -l del
colageno tipo | (COL1AI) y de la osteopontina (OPN), que regulan la proliferacion y
diferenciacion de estas células hacia preosteoblastos. Del mismo modo,
posteriormente tendra lugar la expresion de la fosfatasa alcalina (ALP) y la
sialoproteina 6sea (BSP), que son proteinas de superficie que participan en la
diferenciacion hacia osteoblastos maduros para la maduracion de la matriz

O0sea (Heersche JNM. y cols. 2002).
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La osteocalcina (OCN) junto con la osteopontina (OPN) son marcadores
osteogeénicos en las fases finales de la diferenciacion osteoblastica y regulan la
mineralizacion del tejido 6seo dando lugar finalmente a la diferenciacion de los
osteoblastos en osteocitos o células de revestimiento (Arboleya L. y cols. 2013).
(Figura 2).
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Figura 2. Senales moleculares que desempefian un papel clave en la
diferenciacién y activacién osteoblastica.

(Fuente imagen: http://www.reumatologiaclinica.org/)
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1.1.2 Osteoclastogénesis y actividad osteoclastica:

La regulacion de la reabsorcion 6sea tiene lugar mediante complejas interacciones

entre el osteoclasto y otras células presentes en el microambiente del hueso.

Dicha regulacion se produce actuando sobre el numero de osteoclastos presentes o
bien sobre la capacidad reabsortiva de dichos osteoclastos. Las células presentes
en el microambiente de los osteoclastos incluyen las células medulares progenitoras,
osteoblastos, macrofagos y linfocitos T. Todas estas células, incluyendo los
osteoclastos, generan citoquinas y factores de crecimiento que actuan sobre la

formacion y/o actividad osteoclastica . (Mundy GR. y cols. 1993).

En la osteoclastogénesis el factor estimulante de la colonia de macrofagos (M-
CSF) es requerido en fases tempranas para la formacion de células gigantes
multinucleadas a partir de células madre hematopoyéticas de la médula OGsea
(precursoras de macréfagos y monocitos). No obstante, la regulacion de la

osteoclastogénesis estad centrada en 3 llaves moleculares (Mikan JF. y cols.
2015):

1. OPG (osteoprotegerina, una proteina soluble sintetizada por los osteoblastos y
preosteoblastos).

2. RANKL (un ligando situado en la superficie de los osteoblastos ypreosteoblastos).

3. RANK (un receptor situado en la membrana osteoclastos y preosteoclastos).

La interaccion entre RANKL y su receptor RANK inicia la diferenciacion y actividad
osteoclastica, incrementando la reabsorcion. Sin embargo, en presencia de OPG, la
unién de esta con el RANKL inhibe la unién de este ligando su receptor RANK y por
tanto, también se inhibe la diferenciacidén osteoclastica (Simonet WS. y cols. 1997;

Lacey DL. y cols. 1998; Burgess TL. y cols. 1999).
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Ademas, existen numerosos factores humorales de accion local que ejercen algun

efecto sobre la reabsorcidon ésea (Figura 3). (Lafita J. y cols. 2003).

Entre las citocinas que inducen aumentos de la reabsorcion se encuentran muchas
de las que participan como mediadores de la inflamacion. Asi, se ha demostrado que
incrementan la actividad osteoclastica, directa o indirectamente, la IL-1, IL-6, IL-7, IL-
11, IL-17 y el TNF-a. Por el contrario, otras como la IL-4, IL-10 o el IFN-y ejercen un
efecto inhibidor. (Riancho JA. y cols. 2003).
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Figura 3. Mecanismos de regulacion de la remodelacién 6sea.
(Lafita T. y cols. 2003).
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1.2 Regeneracidon 6sea
1.2.1 Osteogénesis:

La osteogénesis es la neoformacion 6sea mediada por el trasplante en el material
de relleno de células vivas que llevan a cabo la regeneracion 6sea de una forma
directa. (Figura 4) Este mecanismo se emplea en los autoinjertos y, especialmente,
en los injertos cortico-esponjosos y particulados de esponjosa, debido a su mas

rapida revascularizacion (Velez MA. y cols. 2009).

Por tanto, los materiales osteogénicos son capaces de formar hueso a partir de las
células vivas que poseen (osteoblastos y osteocitos), que se reproduciran para
alcanzar ese objetivo. De este modo, durante la osteogénesis, el propio injerto, al
llevar en si mismo células capacitadas para establecer centros de crecimiento y
formacion oOsea, es apto para formar tejido 6seo en ausencia de células

mesenquimatosas indiferenciadas (Figura 4).

El hueso autdlogo es el unico material de injerto con capacidad osteogénica;
pudiendo tratarse de hueso esponjoso y/o medular.

Figura 4. Célula osteoblastica humana colonizando el nuevo biomaterial (en purpura),

tras 72 horas de cultivo in vitro. CSIC. (Fuente imagen: http://www.heraldo.es)


http://www.heraldo.es/
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1.2.2 Osteoinduccion

La osteoinduccion es la capacidad que tienen algunos materiales para liberar
determinadas sustancias llamadas “osteoinductoras”, que pueden inducir la
formacion de hueso a partir de un mecanismo endocondral en zonas alejadas del

margen del lecho receptor (Infante-Cossio P. y cols. 2007) (Figura 5).

Asi, los materiales osteoinductivos promueven la estimulacién celular en la herida o
su entorno, provocando la conversion fenotipica de células precursoras capaces de
formar hueso.

A continuacion se exponen algunos ejemplos de estos materiales osteoinductivos
(Tortolini P. y cols. 2012) :

a) El hueso autdlogo en la fase de reabsorcién que libera proteinas

morfogenéticas.

b) EIl plasma rico en factores de crecimiento (PRGF) que estimula la

quimiotaxis, diferenciacion y proliferacion celular.

c) Las proteinas morfogenéticas (Oporto VG. y cols. 2008). En la
practica, este tipo de regeneracion 6sea, solo se consigue con el

injerto autélogo y alogénico.

1.2.3 Osteoconduccion:

La osteoconduccion es el proceso por el cual el material inorganico implantado
ofrece una matriz para el crecimiento de células Oseas progenitoras a
partir de los margenes del defecto. (Figura 5) EI material empleado para tal fin
puede ser permanente o reabsorbible. Este osteoconductor puro no forma hueso de
una forma intrinseca, su osificacion tampoco es endocondral y la formacién de
hueso que promueve siempre comienza en la periferia (Infante-Cossio P. y cols.
2007).
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Mediante la osteoconduccion se proporciona una matriz o estructura fisica
apropiada para el crecimiento de hueso nuevo, por lo que estos materiales actuan
como guias para el desarrollo 6seo y permiten que se deposite el hueso nuevo
que se va formando por sustitucion progresiva (Nasr H. y cols. 2000;
Mastrogiacomo M. y cols. 2005; Mastrogiacomo M. y cols. 2006; Maestre-
Ferrin L. y cols. 2009; Guskuma MH. y cols. 2010).

A continuacién se exponen algunos ejemplos de materiales osteoconductores:
d) El hueso autdlogo.
e) Lafibrina autdloga.
f)  La hidroxiapatita reabsorbibles.
g) El sulfato de calcio.
h) El fosfato tricalcico.
i)  Lafibrina liofilizada.
j)  El hueso desmineralizado.

k) Los cristales ceramicos bioactivos.
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Figura 5. La osteoinduccién permite la diferenciacion de células osteoprogenitoras. La osteogénesis se
produce cuando las células osteoprogenitoras alcanzan la superficie del implante o bien por la
proliferacion de estas céluas desde el borde del hueso. El crecimiento celular coloniza la superficie del
implante (osteoconduccién). La presencia de osteocitos alrededor del implante permite que se de la

ostointegracion en la interfase hueso-implante. (Fuente imagen: www.bvs.sld.cu.)


http://www.bvs.sld.cu/
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1.3 Técnicas de regeneracion 6sea

1.3.1 Regeneracion tisular guiada (osteopromocion):

Esta técnica desarrollada en periodoncia para el tratamiento de los defectos 6seos
periodontales, consiste en facilitar el crecimiento y regeneracion del tejido 6seo,
separando a través de una membrana el hueso alveolar periodontal de los tejidos

blandos superiores (encia, mucosa Yy periostio).

(Figura 6) De esta forma se evita la invasion de la zona que va a ser regenerada por
parte de las células del epitelio gingival y del tejido conjuntivo, y se favorece el
crecimiento de las células progenitoras del ligamento periodontal en la superficie
radicular (Pato J. y cols. 2010).

Figura 6. Técnica de regeneracion periodontal.
(Fuente imagen: http://www.clinicaninoles.es/)

La regeneracion ésea guiada se ha ido incorporando a la practica implantoldgica con
buenos resultados clinicos. Frecuentemente se utiliza de forma simultanea a la
insercion de los implantes para favorecer la cicatrizacidon y aumenté del
volumen Oseos que aseguren la estabilidad primaria del implante y su

oseointegracion (Quevedo L. y cols. 2015).

10
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1.3.2 Osteodistraccion:

Esta técnica hace posible el crecimiento de los huesos en longitud, altura o anchura
mediante la colocacion de unos dispositivos especialmente disefados para ello

llamados “distractores 6seos" (Figura 7). (Quevedo L. y cols. 2015).

En esta técnica se realiza una fractura 0sea y se va separando lenta y
progresivamente ambos polos de fractura. Para ello se utilizan unos elementos
quirurgicos denominados osteodistractores los cuales van separando los
fragmentos 6seos produciendo un elongacion del coagulo de fibrina (callo de
fractura) que aparece entre los dos fragmentos tras la fractura del hueso, para

crear un puente 6seo entre ambos.

Figura 7. Técnica de Crecimiento de Hueso con Distractores 6seos.

(Quevedo L. y cols. 2015)

11
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1.4 Biomateriales:

Los biomateriales o “sustitutos biolégicos” deben cumplir una serie de requisitos para
que resulte 6ptima su utilizacion en estos casos (Oporto VG. y cols. 2008).

— Mantener un sustrato celular vivo.

— Conservar las caracteristicas estructurales internas.

— Mantener la geometria tridimensional.

— Permitir la migracion celular a la zona del biomaterial.

— Facilitar la unién celular en superficies sintéticas, glicosaminoglicanos

y proteinas de la matriz extracelular.

— Mantener una adecuada circulacion colateral.

— Favorecer el desarrollo y mantenimiento de un apropiado fenotipo

celular.

— Ayudar a la liberacion de proteinas morfogenéticas y proteinas
reguladoras.

Los biomateriales que cumplen con estas caracteristicas y que actualmente se
utilizan en la regeneracion ésea se clasifican de la siguiente forma (Olate S. y cols.
2007; Oporto VG. y cols. 2008):

— Autoinjertos (Al): hueso obtenido del mismo paciente.

— Aloinjertos (AL): biomaterial procesado para ser incorporado a
sujetos de la misma especie (Freeze—Dried Bone Allograft o FDBA,;
Demineralized Freeze—Dried Bone Allograft o DFDBA; y Proteina
Morfogenética o BMP).

12
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— Aloplasticos (AP): sustitutos 0seos sintéticos (ceramicas, polimeros

hidroxiapatita o HA, fosfato tricalcico o TCP; y sulfato de calcio).

— Xenoinjertos (XE o matrices Oseas): biomaterial procesado a partir

de especies no humanas bovina equina, porcina o coralina.

En la busqueda de nuevos biomateriales, naturales o sintéticos para ser aplicados
en los métodos de regeneracion 0sea, se ha analizado el comportamiento
de varios materiales. En una de las investigaciones se evalud el injerto de
hueso autdlogo, un xenoinjerto bovino (Endobon ®) y otro porcino (MP3®) y la

hormona melatonina.

Los resultados del analisis estadistico mostraron un mejor comportamiento de la
melatonina respecto al control y los xenoinjertos porcino y bovino, acelerando esta
hormona el proceso de la regeneracion. En dicho estudio se concluyé que la
melatonina actua como un agente biomimético, reduciendo la inflamacion y
favoreciendo la regeneracion. (Modelo experimental de la respuesta 0sea a

implantes y melatonina: estudio radiolégico e histomorfometrico 2009)

1.5 Sustancias osteogénicas:

En cuanto a las sustancias osteogénica, cabe destacar que la utilizacion de
hormonas como la melatonina y sustancias de origen natural como los flavonoides o
el chitosan poseen efectos estimuladores a escala 6sea que pueden resultar

prometedores en términos de neoformacion para los defectos dseos.

Aplicaciones en periodoncia

Como se ha comentado anteriormente, se estdn llevando a cabo Vvarias
investigaciones utilizando chitosan como inductor de la regeneracion O&sea
(Chesnutt BM. y cols. 2009; Oktay E. y cols. 2010), y se ha observado que tras
la aplicacion de este compuesto a los defectos &éseos aumenta la formacion

de hueso (Klokkevold PR. y cols. 1996). Se ha probado en animales el efecto
13
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de las membranas de chitosan en los procesos de regeneracion 6sea guiada (ROG)
obteniéndose buenos resultados (Kojima K. y cols. 2004; Shin SY. y cols. 2005;
Knight DK. y cols. 2007).

Estos resultados muestran el enorme potencial del uso de estas membranas de
chitosan en los procedimientos de regeneracion tisular guida (RTG) y en la terapia
regenerativa periodontal. Un estudio sobre perros de raza Beagle (Yeo YJ. y cols.
2005) ha demostrado que, en comparacion con los tratamientos convencionales,
la regeneracion tisular guiada con membranas de chitosan reabsorbibles estimulan la

regeneracion ésea en la cavidad oral (Kung S. y cols. 2011).

En otro estudio llevado a cabo con perros Beagle se estudiéo el efecto de la
aplicacién topica de melatonina mezclada con hueso porcino colagenizado en la
osteointegracion (contacto implante hueso) de implantes dentales después de 3
meses a partir de su insercion. Se evaluo la pérdida ésea del hueso crestal a 3
meses en implantes sin tratar, implantes recubiertos con melatonina e implantes

con melatonina mezclada con hueso porcino. (Piatelli M. y cols. 1999)

Los resultados cuatro semanas después de la insercidn del implante mostraban que
la melatonina con hueso colagenizado porcino aumentaba significativamente la

osteointegracion y reducia la reabsorcién de la cresta ésea alveolar.

Finalmente, cabe destacar que es interesante el uso de biomateriales
biocompatibles donde los procesos permitan la actuacion de agentes biomiméticos
para la formacion de hueso nuevo (Piatelli M. y cols. 1999; Kim SH. y cols.
2004; Orsini G. y cols. 2006; Nannmark U. y col. 2008).
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1.5.2 Melatonina

Se trata de una molécula (N-acetil-5-metoxitriptamina) (Figura 8) secretada
principalmente por la glandula endocrina pineal, aunque también es posible su
sintesis en otros tejidos como el de la retina, timo, bazo, ovarios, testiculos,

intestino y linfocitos. Se sintetiza a partir del aminoacido esencial triptéfano.

-4

Figura 8. Molécula de Melatonina

(National Center for Biotechnology Information.2015)
(Fuente imagen: NIH. U.S. National Library of MedicineeNational Center for
Biotechnology Information
http.//pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Melatonin#section=Top)

Su sintesis esta influida por factores ambientales tales como las diferentes
estaciones del afo, los cambios de luz y los cambios de temperatura. A esta
regulacién por los ciclos de luz y oscuridad del entorno es lo que llamamos “ritmo
circadiano” (Figura 9). También existen factores enddégenos como el estrés y la

edad que modulan la secrecion de esta hormona (Royano P. Y cols. 2007).
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La sintesis de melatonina por la glandula pineal es inhibida por la luz y estimulada
por la oscuridad, por lo que su produccion varia con la duracion de la noche. Del
mismo modo, su sintesis, al igual que la de otras hormonas, desciende con la edad,
de tal forma que entre los 35-40 afios empieza a descender llegando a disminuir
su produccién en un 40% hacia los 55-65 afios (Acufia-Castroviejo D. y cols.

2015).

La melatonina, debido a su naturaleza altamente lipofilica, una vez sintetizada por la
glandula pineal, se difunde por la sangre alcanzando rapidamente otros fluidos
corporales como la saliva, el fluido cerebroespinal, el liquido folicular ovarico, el
liquido amnidtico, el semen y el liquido de la camara anterior del ojo (Diaz B. y

cols. 1998).

La funcibn mas conocida de la melatonina es su papel de “reloj bioldgico”,
informando al organismo sobre el momento del dia (fotoperiodo) y época del ano en
la que estamos, todo segun la duracion de las horas de luz y oscuridad.
Ademas de esto (y en relacion con la anterior idea), esta hormona tiene efectos
sobre los sistemas endocrino y reproductivo. La melatonina, como podemos ver,
actua sobre distintos aspectos de la fisiologia humana, mediante reacciones
macrocelulares relacionadas con la union de la indolamina a receptores de
membrana (Simko F. y col. 2007; Girgert R. y cols. 2009; Imbesi M. y cols.
2009; Gomez-Moreno G. y cols. 2012).
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Figura 9: Regulacion fisiologica de la melatonina por el entorno de
luz/oscuridad detectado por la retina GCS: ganglios cervicales superiores; MEL.:
melatonina; NSQ: nucleo supraquiasmatico; TRH: tracto retinohipotalamico.

(Dominguez-Rodriguez Ay cols. 2012).

a
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Del mismo modo, en algunos estudios (Arias J. y cols. 2003; Sanchez M. y
cols. 2006; Guerrero JM. y cols. 2007) se ha comprobado que también tiene un
efecto modulador sobre el sistema inmune. Este efecto modulador consiste en
intervenir en los procesos de infeccion, inflamacion, asi como también en procesos
autoinmunes.

Actualmente se estan estudiando otras propiedades de la melatonina como, por
ejemplo, su propiedad antioxidante neutralizadora de radicales libres y su propiedad

citoprotectora, asi como oncosupresora.

1.5.2.1 Mecanismo de accion

La melatonina tiene distintas forma de actuar una vez sintetizada:

De forma endocrina: la hormona sintetizada actua sobre oérganos y

tejidos a los que llega a través del torrente sanguineo.
De forma paracrina: la hormona actua sobre células vecinas.

De forma autocrina: la hormona actua sobre la misma célula.

Los mecanismos de accion de esta molécula una vez llega a la célula son multiples
y complejos. Se sabe, por ejemplo, que se puede unir a los receptores de la
membrana plasmatica y que debido a su naturaleza lipofilica, puede penetrar la
célula con facilidad e incluso llegar a su nucleo para unirse a los receptores
nucleares. En la célula existen receptores nucleares y proteinas citoplasmaticas
que se unen a la melatonina. Del mismo modo, la melatonina puede captar
radicales libres y neutralizar un gran numero de reactivos que se consideran téxicos
como, por ejemplo, los reactivos a base de oxigeno y de nitrdgeno, causantes

del dolor y la inflamacion (Guerrero JM. y cols. 2007).

Asimismo, la melatonina es capaz de actuar de forma indirecta estimulando la
sintesis de otros antioxidantes intracelulares, ademas de proteger los enzimas

antioxidantes de la célula.
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En la siguiente imagen (Figura 10) se ilustran los diferentes mecanismos de accion
de la melatonina. Esta se puede unir directamente a los receptores de membrana
citoplasmatica, o bien puede atravesar directamente la membrana y neutralizar los
radicales libres o las proteinas del citoplasma. También se puede unir a los

receptores nucleares e interaccionar con ellos (Esposti D. y cols. 1994).
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Figura 10. Mecanismo de accion de la Melatonina

GPCR: receptores acoplados a proteina G; CaM: calmodulina; PKC: proteina
quinasa C; RZR/ROR: subfamilia de receptores retinoicos.
(Guerrero JM. y cols. 2007)

Al unirse a los receptores de membrana los activa y desencadena una serie de
reacciones celulares que dan lugar a un “efecto” antiinflamatorio, analgésico y
neuropatico. Del mismo modo, es capaz de neutralizar los radicales hidroxilos,
radicales implicados en el desarrollo de enfermedades degenerativas que aparecen

durante el envejecimiento (Guerrero JM. y cols. 2007).
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Ya hemos visto que la melatonina influye en varios reacciones metabdlicas y
celulares, pudiendo actuar a nivel de membrana, como es el caso de la union de la
melatonina a receptores de membrana, o incluso actuar a nivel intracelular. De
hecho, se han identificado receptores nucleares para la melatonina en 6rganos
periféricos y en células del sistema nervioso central, ya que la melatonina puede
actuar en estos dos niveles: neurales como el hipocampo, hipdfisis, retina, etc, y
no neurales, como las gonadas, el intestino y otros (Acufa-Castroviejo D. y
cols. 1994; Hirose T. y cols. 1994; Carlberg C. y cols. 1994).

A nivel intracelular la melatonina puede atravesar la membrana celular y unirse
a proteinas propias del citosol, como son la quinasa C, la calmodulina, la
calreticulina, etc (Huerto-Delgadillo L. y cols. 1994; Anton-Tay F. y cols. 1998;
Hevia D. y cols. 2008).

Por ello, se concluye que la melatonina es un importante protector celular ademas
de un potente antioxidante (Macias M. y cols. 2003) como se ha visto
anteriormente.

No obstante, la propiedad que mas nos interesa en nuestra investigacién es la
capacidad que tiene la melatonina como hormona mediadora de la estimulacion y
formacién 6sea (Roth JA. y cols.1999; Witt-Enderby PA. y cols. 2006; Suzuki N. y
cols. 2008).

1.5.2.2 Propiedades osteogénicas

En el campo de la odontologia la propiedad osteogénica de la melatonina es de gran
importancia ya que los tratamientos que se llevan a cabo necesitan un soporte
0seo sano y adecuado para las rehabilitaciones orales, entre otras aplicaciones.
Ademas, durante las intervenciones se producen radicales libres de oxigeno y
nitrogeno que, como se ha comentado en el apartado anterior, dan lugar a procesos
inflamatorios, oxidativos y de dolor. Debido a ello las células se debilitan y la
capacidad regenerativa del tejido 6seo disminuye considerablemente (Cobo

Vazquez, C. M. 2013).
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Se sabe que la melatonina esta presente a elevadas concentraciones en la
médula 6sea, donde excede los niveles séricos en 100 veces (Tan DX. y cols.
1993), actuando sobre las células &seas precursoras existentes en ella.
Esto se ha demostrado mediante estudios sobre la actividad de la melatonina en
la médula désea de ratas (Haldar C. y cols. 1992). Efectivamente, existen
documentos que ponen en evidencia la influencia de la melatonina sobre el
metabolismo 6seo, actuando en el hueso de la misma forma en que lo haria un
factor local de crecimiento, con efectos paracrinos en células cercanas (Cutando A.
y cols. 2008; Calvo-Guirado JL. y cols. 2009).

Ademas de esto, la melatonina también regula de manera significativa el
metabolismo del calcio, previniendo la osteoporosis y la hipocalcemia en
determinados casos. La forma en que interfiere en estas patologias quiza se deba
a su interaccidon con otros factores reguladores, tales como la paratohormona, la
calcitonina y las prostaglandinas (Hakanson DO. y cols. 1987; Ostrowska Z. y
cols. 2003).

En los estudios que se han llevado a cabo se ha comprobado que la melatonina en
concentraciones micromolares, es capaz de estimular la proliferacién y sintesis de
fibras de colageno tipo | en osteoblastos humanos in Vitro (Nakade O. y cols.
1999). También se ha visto que, en cultivos de preosteoblastos en ratas, la
melatonina estimula la sintesis de algunos marcadores éseos como la sialoproteina,
la fosfatasa alcalina, la osteopontina y Ila osteocalcina, mediante Ila
estimulacion génica de la expresion de estas proteinas que forman parte de la
matriz 6sea, facilitando de este modo la formacion de tejido éseo nuevo. (Arboleya
L.y cols. 2013)

En conclusion, a escala preosteoblastica, la melatonina mejora la formacién de
nuevo tejido 6seo ya que estimula la expresion de genes de ciertas proteinas en la
matriz 6sea. En este sentido, se ha demostrado que la melatonina, después de un
periodo de 5 a 9 dias, promueve la expresién de genes para la produccién de

sialoproteina 6sea, fosfatasa alcalina, osteopontina y osteocalcina, lo que acorta
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significativamente el tiempo necesario para la diferenciacion de los preosteoblastos
en osteoblastos, desde 21 dias (como ocurre en el grupo control) a 12 dias (Takechi
M. y cols. 2008). Este efecto es debido a que los genes de una gran cantidad de
proteinas de la matriz 6sea contienen la secuencia de bases (RGGTCA) necesaria
para que el receptor nuclear de la melatonina (RZR) se una a su zona promotora.
Ademas, este incremento en la formacién de tejido 6seo es también mediado por
receptores de membrana para la melatonina (Radio NM. y cols. 2006; Maldonado

MD. y cols. 2007).

Asimismo, la melatonina puede actuar directamente sobre el osteoclasto. Como se ha
visto anteriormente, los osteoclastos generan especies reactivas de oxigeno en el
microambiente del hueso, lo que puede contribuir a la degradacion de los
componentes de la matriz ésea debido a moléculas de su estructura tales como el
colageno o el acido hialuronico, que son susceptibles de dano oxidativo por los
radicales libres (Garrett IR. y cols. 1990). En este sentido, los osteoclastos secretan
fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP), que presenta un centro binuclear con un
hierro activo que reacciona con el peroxido de hidrogeno y a través de la via de la
reaccion de Fenton, produce radicales hidroxilo. El ion férrico formado en esta de
reaccion también interactua con el peréxido de hidrégeno para producir el anién

radical peréxido y el ion férrico.

Por lo tanto, tiene lugar una secuencia de reacciones a nivel de los osteoclastos, que
dan lugar a un aumenté de hidroxilos y oxigeno a través de la continua oxidacion y
reduccion en el hierro activo presente en el tartrato. Esto permite la
generacion de gran cantidad de especies reactivas dependientes de la

disponibilidad de perdxido de hidrégeno en el ambiente (Halleen JM. y cols. 1999).

Mediante esta propiedad antioxidante, la melatonina capta y neutraliza los radicales
libres, interfiriendo en la funcién del osteoclasto e inhibiendo la degradacién &sea.
Por tanto, la melatonina, debido a sus propiedades antioxidantes y su
capacidad de neutralizar las especies reactivas, inhibe la reabsorcion ésea (Tan DX.
y cols. 1993).
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Esta inhibicién de la reabsorcion 6sea es reforzada por otra reaccion inducida por
este incremento en la formacioén de la melatonina en el proceso osteoclastogénesis.
La activacion del receptor nuclear factor-kappa B ligando (RANKL) es una
importante proteina en la diferenciacion y proliferacién osteoclastica. Otra proteina,
la osteoprotegerina (OPG), interfiere con su potencial biolégico. RANKL y OPG
juegan un papel critico en el metabolism 6seo dando lugar a la destruccién del
hueso como resultado de la elevacion de RANKL y el descenso de OPG. La
melatonina altera este proceso por la modulacion de la triada molecular
OPG/RANK/RANKL, elevando los niveles de OPG que impiden la union de
RANKL a su receptor RANK vy, por tanto, inhibiendo la reabsorciéon 6sea (Koyama
H. y cols. 2002).

A escala molecular, la accidon de inhibicion de la reabsorcion 6sea de la melatonina
se produce cuando esta reduce el receptor RANKL (Receptor Activator for Nuclear
Factor k B Ligand), importante molécula del metabolismo 6seo. Este receptor se
encuentra en la superficie de la membrana de los osteoblastos y su funcion es la
de activarlos (Figura 11).

fusion

& osteoclast

osteoblast

lacuna
OPG, osteoprotegerin; RANK, receptor activator of NFkB, RANKL, RANK ligand.

Figura 11. El sistema RANK/RANKL induce tanto la osteoclastogénesis a partir de
monocitos como la activacion de los osteoclastos maduros

(Shigeru K. y cols. 2010)
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En la anterior figura se puede observar como en la inhibicidn de la reabsorcion
Osea intervienen varias reacciones: la interaccion entre el factor NF-kB ligando
(RANK) y su receptor nuclear (RANKL), que intervienen en la diferenciacién y
proliferacion osteoclastica incrementando la reabsorcion 6sea y la sintesis de

osteoprotegerina (OPG) que interfiere en el metabolismo éseo.

En conclusiéon, RANKL y OPG juegan un papel critico en la remodelacion ésea,
de forma que cuando RANKL aumenta y OPG disminuye se produce la destruccion

del hueso. (Figura 12).

La melatonina altera este proceso interfiriendo en el control de estas tres
moléculas (y el complejo que forman OPG/RANK/RANKL) de tal forma que,
elevando los niveles de OPG, se impide la unién de RANKL a su receptor
RANK vy, por tanto, se inhibe la reabsorcién 6sea (Koyama H. y cols. 2002).
Todos estos datos apuntan hacia un efecto osteogénico de la melatonina (Calvo-
Guirado JL. y cols. 2010).

Osteoblasto

RANKL B0 :J 0PG

Complejo OPG-RANKL
.
()
Os’qeoblasto
ANK activado

Preosteoblasto Osteoblasto
multinucleado

Figura 12. Mecanismo de accion del sistema OPG-RANKL
(Mufoz-Torres M. y cols. 2004).
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Por lo tanto, se puede concluir que la melatonina es un mediador importante en la

formacion de hueso y del metabolismo 6seo, ya que:

— Estimula la sintesis de fibras de colageno de tipo | en osteoblastos in vitro.

— Promueve el desarrollo de marcadores 6seos proteicos en cultivos de

preosteoblastos.

— Reduce el periodo de diferenciacion de los preosteoblastos en
osteoblastos de 21 dias a 12 dias (Cobo CM. y col.2013).

1.5.2.3 Antecedentes de utilizacion de melatonina en odontologia

Ya se ha hablado anteriormente de las principales propiedades de la melatonina. La
odontologia intenta aprovechar para si la accidon que esta molécula tiene en el
sistema inmune, O&seo, antioxidante y oncostatico. Otra propiedad de vital
importancia en odontologia es el uso de la melatonina en la sedacion y anestesia de

la zona a tratar.

Se han llevado a cabo multiples estudios, con personas y animales,
evaluando los efectos de la melatonina en la cavidad oral. Asimismo, se ha
intentado comprobar como actua esta molécula ante la respuesta inflamatoria que se

produce tras una intervencion quirurgica.

En uno de estos estudios (Cutando A. y cols. 2009), se ha realizado una
extensa revision de la literatura cientifica y se concluye que la melatonina se puede
aplicar con buenos resultados en diferentes patologias corporales. Asimismo, en el
estudio se resaltan sus propiedades terapéuticas en la cavidad oral. En
concreto, la melatonina se ha demostrado beneficiosa en procesos periodontales,

Ulceras orales y cancer oral, entre otros procesos orales.

Es por ello que los odontdlogos estan empezando a considerar muy importante esta
molécula en los tratamientos de determinadas patologias, utilizando la melatonina

sola o bien combinandola con otros farmacos.
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En otro estudio (Gémez-Moreno G. y cols. 2007), se evalud la relacién entre
enfermedad periodontal y los niveles de melatonina y se comprobd que los
pacientes con enfermedad periodontal tenian niveles mas bajos de

melatonina en saliva y en plasma.

Cutando y cols. llevaron a cabo un estudio, en el que aplicaban locamente
melatonina en los alvéolos post-extraccion de premolares en perros Beagle, en
el momento de la colocacion de implantes post-extraccion. A las dos semanas se
comprobd que el perimetro de hueso que estaba en contacto con los implantes que
recibieron melatonina habia aumentado. La aplicacion local de melatonina habia
favorecido la formacién de hueso nuevo con una mayor densidad 6sea, comparado
con los controles. La aplicacion local de melatonina en alvéolos post-extraccion de
perros disminuyo el estrés oxidativo y facilitd la neoformacion 6sea. La extraccion da
lugar a un proceso inflamatorio agudo, aumentando el estrés oxidativo, como hemos
visto con anterioridad. Sin embargo, esta respuesta inflamatoria no se daba en los

lugares donde se administré la melatonina. (Cutando A.y cols. 2007).

Los resultados experimentales parecen evidenciar que la aplicacién topica de
melatonina (aplicada sobre la pulpa dental antes de la rehabilitacion bucal) resulta
muy beneficiosa ya que favorece la neoformacion 6sea (Gémez-Moreno G. y col.
2012).

En un estudio, llevado a cabo por investigadores de la Universidad de Granada y la
Universidad de Michigan sobre la relacién entre la melatonina salivar y los diferentes
grados de la enfermedad periodontal, se encontré que los pacientes con porcentajes
salivales y de melatonina mas altos tuvieron un menor indice periodontal indicando,
de este modo, que la melatonina puede actuar contra la infeccion e inflamacion,
debido a sus propiedades antioxidantes, antienvejecimiento e inmunoldgicas. (Arana
C. 2006). Considerando todas estas propiedades de la melatonina que promueven
la actividad de los fibroblastos, |la regeneracion ésea y la proteccion frente a las
infecciones y procesos inflamatorios, es de gran utilidad su uso para el tratamiento

de la enfermedad periodontal (Cutando A. y cols. 2006).
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La melatonina también actua en la cavidad oral estimulando la produccién de fibras
de colageno tipo | y modulando la actividad osteoblastica y osteoclastica (Cutando
A.y cols. 2007)
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1.5.3 Flavonoides

Los flavonoides son un grupo muy amplio de polifenoles que encontramos en las
plantas, vegetales, semillas y frutas. De hecho, se han identificado mas de 5.000

flavonoides diferentes. (Bhagwat SA. Y cols. 2011)

Tienen una estructura molecular general (C6-C3-C6) que posteriormente puede
modificarse mediante la adhesion de algunos grupos funcionales. De ahi la amplia
variabilidad que encontramos en la naturaleza. Los flavonoides podemos definirlos

como polifenoles hidrofilos (Figura 13).

OH
HQ OH O Isomerasa HC O
|
OH O OH O

Flavanona

Figura 13. Estructura base de los flavonoides. Esqueleto de una chalcona, que

mediante la accién de la enzima isomerasa se convierte en una flavanona

(Fuente imagen: http://www.datuopinion.com/)

HO@ GOH

(Fuente imagen: http://commons.wikimedia.org/)
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Los flavonoides se pueden clasificar en distintos grupos, segun su estructura
molecular y via metabdlica (Figura 14): chalconas, flavonas (apigenina y luteolina),
flavonoles (quercetina, kaempferol, miricetina y fisetina), flavandioles (leucocianidina,
leucopelargonidina y leucodelfinidina), antocianinas, taninos condensados, auronas,
flavanonas (naringenina, liquiritigenina y eriodictiol), dihidroflavonoles (precursores
directos de flavandioles y flavonoles), dihidromiricetina, dihidroquercetina vy
dihidrokampferol. (Sukmanskii Ol. 2002; Tripoli E. y cols 2007).

En lineas generales se dividen en dos grandes grupos:

1 Isoflavonoides: derivan de los flavonoides debido a un cambio en la
estructura molecular de estos ultimos. Los isoflavonoides mas conocidos son

la genisteina y la daidzeina.

2 Neoflavonoides: al igual que el grupo anterior, también derivan de los
flavonoides, debido a un cambio en la estructura molecular de estos

ultimos.

o

(a) (b) (c)
Figura 14. Estructura molecular de los flavonoides (a), isoflavonoides (b) y

neoflavonoides (c)

(Fuente imagen: http://javiermartineznoguera.blogspot.com.es/)
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1.5.3.1 Funcioén de los flavonoides en las plantas

Los flavonoides principalmente son pigmentos que encontramos en las plantas y son
responsables de varias funciones: (Benavente-Garcia O. y cols. 2008; Bhagwat
SA. Y cols. 2011; Wang L. y cols. 2009).

— Protegen a las plantas de los rayos UV del sol, pudiendo llegar a captar hasta
un 90% de las radicaciones UV.

— Algunos flavonoides, debido a su sabor desagradable, como en el caso de los

taninos, protegen a la planta de los herbivoros.

— Parece ser que intervienen en la regulacion del transporte de la hormona

auxina, hormona fundamental en el crecimiento de las plantas.

— Algunos flavonoides forman parte de los pigmentos de flores y hojas dando
lugar a un colorido intenso que atrae a los insectos, facilitando de este

modo la polinizacion.

— También es curioso el caso de algunas plantas carnivoras que poseen en
sus flores y hojas un pigmento flavonoide que les confiere el color rojo,
purpura o azul (antocianina) que atrae a los insectos de los que se van a

alimentar.

— Otros flavonoides lo que hacen es conferir aromas ademas de colores a los
frutos de tal forma que los hacen mas apetecibles para los animales que se

alimenten de ellos y ademas hace que dispersen sus semillas.

Algunos proponen que el consumo conjunto de flavonoides en paises occidentales es
de entre 100-150 mg/dia (Manach C. y cols. 2004). Pero en estudios detallados de
consumo por paises se ponen de manifiesto diferencias significativas. Desde las
cantidades mas bajas de Japdn y Finlandia de 24 mg (Knekt P. 2002) y 63 mg (Arai
Y. y cols. 2000) al dia respectivamente, hasta unos 190 mg/dia (Chun O. y cols.
2007) en USA; en Australia el consumo medio alcanza a 454 mg/dia (Johannot L. y
cols. 2006).
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Otra fuente de variaciones en cuanto a resultados es la diferente metodologia de los

trabajos pues los resultados varian en funcion del niamero de flavonoides estudiados.

1.5.3.2 Aplicaciones en medicina

El ser humano no es capaz de sintetizar flavonoides; los obtiene a partir de los
vegetales de los que se alimenta. Ultimamente han adquirido mayor importancia entre
los consumidores ya que influyen de forma muy positiva en la salud de las
personas. Asi, se ha descubierto que estas moléculas contienen propiedades
antimicrobianas, anticancerigenas, antiinflamatorias, cardiosaludables, etc. (Zhang X.
y cols. 2014)

De hecho, se han realizado numerosas investigaciones sobre sus beneficios en
algunos aspectos de la salud humana y actualmente se estan estudiando sus formas

de accién a nivel molecular. (La VD y cols. 2009)

Se sabe que algunos flavonoides inhiben el crecimiento de células cancerosas, otros
tiene un efecto sobre el funcionamiento del corazén, facilitando la circulacion
sanguinea, actuando sobre el musculo cardiaco, por lo que el consumo de
estos compuestos podria disminuir el riesgo de sufrir enfermedades cardiacas. (Wei

H. 1990; Benavente-Garcia O. y cols. 2008; La VD y cols. 2009).

En cuanto a sus propiedades antiinflamatorias asi como analgésicas, se estan
llevando a cabo estudios en este campo para averiguar como interactuan
en nuestro organismo y de qué forma evitan la inflamacion y el dolor asociado.
También se sabe que tienen propiedades antibacterianas, antivirales antifungicas y

antioxidantes (Benavente-Garcia O. y cols. 2008).

En un principio se le atribuyd a los flavonoides, entre otras moléculas organicas
presentes en la dieta, un papel directo antioxidante desde el plasma sanguineo (Gay
G. y cols. 1987), confiriéndoseles un mecanismo de accion in vivo similar al que tiene

lugar in vitro, ya que eran evidentes los efectos protectores frente a radicales libres y
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se consideraron varias posibles rutas antioxidantes. Una de ellas era la captura de
radicales libres impidiendo la reaccién en cadena oxidativa que desencadenan. Para
ello es fundamental la estructura molecular y los grupos funcionales (Heijnen C. y
cols. 2002) y depende de la presencia de un doble enlace entre C-2 y C-3 y de dos
grupos hidroxilo en posicién orto en el anillo B y otros dos en C-3 y C-5 (Benavente-
Garcia O. y cols. 2008).

Sin embargo en los ultimos afios la evidencia del papel fundamental de la estructura
molecular de los flavonoides junto con detalladas investigaciones sobre
biodisponibilidad, absorcion y metabolismo de estas moléculas aportadas en la
alimentacion modificé la estrategia de abordar los distintos modos de accién en el
organismo. De este modo los estudios del papel beneficioso para la salud de los
flavonoides no se limitan a la capacidad antioxidante directa sobre radicales libres,
sino que ademas buscan otros mecanismos de accion indirecta muy importantes sobre
los sistemas antioxidantes propios del organismo regulando la actividad y la expresion
de enzimas enddgenas encargadas de la reduccion de ROS a moléculas menos
reactivas (Myhrstad MC, y cols. 2006).

1.5.3.3 Mecanismos antioxidantes de los flavonoides

La propiedad antioxidante de los flavonoides se debe a su estructura quimica que,
como hemos visto con anterioridad, posee un numero variable de grupos hidroxilo
fendlicos. Estos grupos hidroxilo fendlicos le confieren la propiedad de quelacion del
hierro y de otros metales de transicion, proporcionandole una gran capacidad

antioxidante. (La VD y cols. 2009; Benavente-Garcia O. y cols 2008).

Debido a esta capacidad antioxidante, los flavonoides nos protegen del dafo
oxidativo que se puede originar en nuestro organismo. Este hecho hace que los
flavonoides tengan usos terapéuticos en distintos tipos de patologias, como por
ejemplo en el cancer, la cardiopatia isquémica o la aterosclerosis, entre otras. Hay
que resaltar, que segun las estadisticas, las poblaciones que consumen productos
ricos en flavonoides tienen menores riesgo de padecer afecciones cardiovasculares.
(Lafita J. Y cols 2003; Benavente-Garcia O. y cols. 2008).
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La forma en que estas moléculas actuan es neutralizando los radicales libres, como
el radical hidroxilo y superdxio, y modificando la sintesis de icosanoides (moléculas
de caracter lipidico, mediadoras en el sistema nervioso central, en los procesos
inflamatorios y en la respuesta inmune) como las prostaglandinas, los tromboxanos,
los leucotrienos, y ciertos hidroxiacidos precursores de los leucotrienos, dando lugar
a una respuesta anti-prostanoide y antiinflamatoria). También evita la agregacion
plaquetaria y de ahi sus efectos antitromboéticos (Benavente-Garcia O. y cols.
2008; Bhagwat SA.y cols. 2011).

Los flavonoides pueden unirse a enzimas, transportadores de hormonas, y ADN.
También pueden unirse a ciertos iones metalicos y radicales libres, evitando de esta
forma los efectos toxicos y oxidativos de estos grupos (Taysi S. y cols. 2005; Amin
l. y cols. 2004).

Como ya se ha visto, los flavonoides son capaces de eliminar el oxigeno reactivo
bloqueando la accion oxidativa de estas moléculas sobre las células. Por ello, se
dice que los flavonoides son citoprotectores y se atribuye su propiedad antioxidante
a la capacidad que tiene de quelar el hierro y otros radicales libres (Sukmanskii Ol.
y cols. 2002; Amin l. y cols. 2004).

Su capacidad antioxidante y, por tanto, citoprotectora, hace que inhiban unas
enzimas que generan especies reactivas de oxigeno e hidroperoxidos organicos, las
oxidasas. También inhiben otras enzimas como la fosfolipasa, implicada de forma no
directa en los procesos oxidativos. A la vez que inhiben unas enzimas, son capaces
de activar otras como la catalasa y la superdéxido dismutasa, ambas con
importantes propiedades antioxidantes, interfiriendo la accion de los radicales libres
(Simon Zy col. 2002; Nakamura H. y cols. 2010).

1.5.3.4 Propiedades osteogénicas de los flavonoides

La propiedad de los flavonoides que nos interesa para este estudio es la de
estimular la proliferacion osteoblastica y la formacién 6sea. Esta propiedad esta

siendo ampliamente estudiada ya que podria prevenir la osteoporosis (Sukmanskii
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Ol. y cols. 2002; Nakamura H. y cols. 2010), patologia que afecta a los huesos y

que mayoritariamente sufren las mujeres en edad menopausica.

Esta patologia esta asociada a la disminucion de la produccion de estrégenos en
mujeres de entre 45 y 50 afos. Al disminuir estas hormonas, se produce pérdida de
masa 6sea, lo que conocemos como “osteoporosis”. En la osteoporosis se produce
pérdida de masa 6sea debido a que el hueso reabsorbido por los osteoclastos no es
reemplazado por hueso nuevo en su totalidad como consecuencia de una

disminucioén de la funcién de los osteoblastos.

Los estrogenos actuan indirectamente sobre el remodelado 6seo, regulando la
actividad de diversos mediadores de la siguiente forma: controlan el sistema
ligando receptor RANKL-RANK mediante el incremento de los niveles de
osteoprotegerina (OPG), su receptor senuelo, efecto que se potencia con su papel
supresor sobre la sintesis de ciertas interleukinas (IL-1, IL-6), prostaglandina
(PGE2), factor estimulador de colonias de granulocitos macréfagos (GM-CSF) y
sobre el factor de necrosis tumoral (TNF- a). De esta forma, frenan la diferenciacion
y activacion de los preosteoclastos. Pero los estrogenos también pueden actuar
sobre los osteoclastos activados, incrementando su apoptosis, tanto directamente
como potenciando la sintesis del Transforming Growth Factor (TGF B) (Lafita J. Y
cols 2003).

A pesar de que la ingesta de estrédgenos podria estimular la formacién 6sea, su
uso en terapias hormonales sustitutivas es controvertido ya que varios estudios
llevados a cabo informan de los riesgos para la salud que conlleva recibir este tipo
de terapia. De hecho, se habla de que la terapia hormonal en la menopausia puede
afectar el riesgo de una mujer de padecer ciertos tipos de cancer, asi como también
sobre la posibilidad de sufrir alguna enfermedad cardiaca o accidente

cerebrovascular.

Es por ello que la investigacidon y consumo de ciertos fitoestrogenos esta de
actualidad ya que son productos naturales con propiedades beneficiosas, y con

una similitud estructural y funcional con los estrogenos, de tal forma que poseen
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un enorme potencial terapéutico alternativo en casos de osteoporosis (De
Gortazar R. y cols. 2005)

En ciertos estudios cientificos se ha podido comprobar que algunos
flavonoides como la quercetina o la genisteina conservan la masa 6sea en ratas
ovariectomizadas mediante la reabsorcién o6sea in vivo. Ademas, reducen la
osteoclastogénesis a través de mecanismos que involucran al factor NF-kB y a
un activador de la proteina 1 (AP-1) (Li BB y cols. 2003; La VD y cols. 2009).

Recientemente se ha demostrado que la naringenina inhibe la liberacion de
citoquinas proinflamatorias, interfiriendo sobre la osteoclastogénesis al inhibir la

diferenciacion osteoclastica y la reabsorcion ésea. (Mikan JF. y cols. 2015).

La ipriflavona parece tener mecanismos de accion antireabsortivos y de formacién
O0sea. Los mecanismos antireabsortivos incluyen la inhibicién de la activacion de los
osteoclastos maduros asi como la formacién de nuevos osteoclastos. Por otra parte,
los efectos osteoblasticos de la ipriflavona y sus metabolitos estimulan la
proliferacion de una linea celular osteoblastica, incrementando la actividad de la
fosfatasa-alcalina y aumentando la formacion de colageno. Estas sustancias regulan
la diferenciacion osteoblastica al aumentar la expresién de importantes proteinas de
la matriz 6sea y facilitando asi su mineralizacién (Minegishi T. y cols. 2002; Maki
K. y cols. 2005; Ito Ky cols. 2007).

35



Efectos de la aplicacion tépica de melatonina y apigenina_en la aceleracion de la formacién 6sea en procesos de osteointegracion implantolégica

Apigenina
En este estudio se ha empleado un nuevo flavonoide conocido como “apigenina” y

se ha evaluado su efectos sobre la neoformacion y maduracion 6sea.

La apigenina es un flavonoide que pertenece al grupo de las flavonas (Figura
15) y lo podemos encontrar en frutas y verduras tales como el perejil, la cebolla, el
apio o el pomelo. La apigenina también esta presente en el vino tinto y en la

cerveza.

OH

HO O

OH O

Figura 15. Estructura molecular de la apigenina

(Fuente imagen: spanish.alibaba.com)

Ya hemos visto que los flavonoides, poseen actividades reguladoras a nivel bioldgico
y que sus principales efectos se ejercen sobre células sanguineas y células
endoteliales a nivel microvascular, presentando propiedades antiinflamatorias,
antitumorales y actuando como protectores a nivel cardiovascular (Benavente-
Garcia O. y col. 2008).
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Al igual que sucede con otros flavonoides, la apigenina es considerada una molécula
bioactiva con estas mismas propiedades, interesantes para la salud del ser humano.
Estas propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerosas hacen que hoy

en dia este flavonoide sea objeto de estudio.

Ademas, a escala vascular refuerza y protege los capilares sanguineos, inhibiendo
ciertos enzimas y proteinas implicadas en la degradacién del colageno, proteina que

forma parte del tejido de dichos capilares.

Por su parte, a escala 6sea se ha documentado que la apigenina posee efectos
protectores sobre la pérdida 6sea en ratas ovariectomizadas (Park JA. y cols.
2008). Los estudios han demostrado que la apigenina actua disminuyendo la
osteoclastogénesis y la funcién osteoclastica, a la vez que incrementa la
diferenciacion osteoblastica (Choi EM. 2007).

Estos efectos se deben a la capacidad de la apigenina para unirse a los receptores

de estrégenos debido a que su estructura molecular se asemeja a la de ellos.

Debido a esta similitud molecular, la apigenina se une a los receptores estrogénicos
tipo a y B, sobre todo a los receptores (3, lo que da lugar a que se produzca una
mayor actividad de transcripcion de la apigenina en tejidos en que los receptores
beta estan presentes en cantidades relevantes, como es el caso del hueso, del

sistema nervioso central y del endotelio vascular.

En conclusién, la apigenina incrementa los procesos de proliferacion y diferenciacion
osteoblastica debido al efecto que posee sobre los receptores beta presentes en los
osteoblastos. La apigenina, de modo analogo estradiol, aumenta la actividad de la
fosfatasa alcalina, un marcador temprano de la diferenciacion osteoblastica, y
aumenta la expresion génica de la osteocalcina en estas células, un marcador mas
tardio de diferenciacién osteoblastica (Bandyopadhyay S. y cols. 2006; Siddiqui
JA.y cols. 2010).
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Hay que resaltar que Ila actividad osteogénica de Ila apigenina es
consecuencia de la estimulacion de produccidon de células osteoprogenitoras en la
meédula 6sea mediante la expresion génica de proteinas morfogenéticas del hueso 2
y 6 (BMP-2 y BMP-6) y mediante la expresion del polipéptido 1 del colageno tipo |

(COL1AIl), necesario para la diferenciacion de estas células (Mak P. y cols.

2006).

Ya se ha visto como actua la apigenina a nivel osteoblastico, pero Ia

apigenina también actua sobre los osteoclastos, inhibiendo el factor de necrosis

tumoral alfa (TNF- a). Este factor induce la secrecion de varias citocinas

osteoclastogénicas por parte de la linea celular osteoblastica. EI TNF- a induce

la produccién de interleucina-6 (IL-6), RANT (regulador de la expresion, secrecion y

activacion de células T) y proteina quimiotactica monocitica 1y 3 (MCP-1 y MCP-3).

Por otra parte, incrementa la produccion de IFN-gamma, que estimula la secrecion

de monocinas, CXCL-9 y CXCL-10 en los osteoblastos. Estas citocinas inflamatorias

contribuyen a la osteoclastogénesis por estimular a los osteoblastos, a los

fibroblastos y a las células T activadas para producir RANKL que, a su vez, induce

la formacion de osteoclastos y la reabsorcion 6sea (Shigeyama Y. y cols. 2000).

De forma similar, la apigenina inhibe la expresion de marcadores de la diferenciacion

osteoclastica como la fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP), el receptor

activador del factor nuclear kappa (RANK) y el receptor de calcitonina, lo que
provoca la inhibicion de la formacién de osteoclastos multinucleados. Esta inhibicion

tiene lugar incluso en células precursoras osteoclasticas obtenidas de la médula

Osea de ratones, después del tratamiento con RANKL y con el factor estimulante

de la colonia de macréfagos (MCSF) (Choi EJ. y col. 2009).
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Objetivos
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2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio fue evaluar los efectos de la
aplicacion de melatonina y de un nuevo flavonoide (apigenina) sobre la
neoformacion y maduraciéon 6sea en un periodo de 30, 60 y 90 dias

mediante un estudio histolégico e histomorfométrico.

El objetivo secundario de este estudio fue cuantificar y comparar la

cantidad de hueso inmaduro a los 30, 60 y 90 dias.
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Material y método
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3. Material y método

3.1 Materiales

3.1.1 Animales de experimentacion

En este estudio se han utilizado nueve perros de raza Beagle (Figura 16)
procedentes del Animalario de la Universidad de Murcia, con una edad
comprendida entre los 14 y los 16 meses y con un peso aproximado de entre
16 y 18 kg. Los perros presentan mandibulas intactas, denticion permanente
totalmente erupcionada sin ningun tipo de trauma oclusal. Los especimenes

mostraron buenas condiciones de salud general y oral.

Una vez recibidos los animales, se procedid a su identificacion y fueron

alimentados ad libitum con dieta sélida a base de pienso y agua.
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Figura 16. Espécimen de Beagle.

http.//www.petclic.es/las-mascotas/beagle/beagle-enfermedades-y-
problemas-salud

El estudio experimental se realiz6 también en las instalaciones del Animalario

de la Universidad de Murcia, en concreto, en la sede Espinardo.
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3.1.2 Listado de Materiales:
- Periostotomo Molt.
- Periostotomo Williger.
- Espejos intraorales.
- Sonda periodontal.
- Jeringas de anestesia con autoaspiracioin.

- Agujas de anestesia Normon Jet Plus 30 G 0,3 x 25 mm.

- Carpules de anestesia articaina Ultracain® con Epinefrina 40/0,005
mg/ml.

Turbina.

Fresas de odontoseccion.

Aspirador quiruirgico.

Pinzas mosquito.

Bateas.

- Flavonoide (5,7-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-4-benzopyrone,
Sigma- Aldrich Quimica, S.L.)

- Osteoinductor (N-Acetyl-5-methoxytryptamine, Sigma-Aldrich
Quimica, S.L.)

Membranas de colageno.

Porta agujas Castroviejo 18 cm 1152TC/18.

Tijeras de Mayo.

Sutura 3/0 TB-15. Lorca Mariin® Ref. 55346.

Fresa de Trefina @ 3mm.

- Gasas.

Digluconato de clorhexidina 2%.
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- Suero glucosalino.

- Céamara fotografica Nikon D60.
- Aparato de rayos X.

- Ultrasonidos Satelec.

- Punta de ultrasonidos Scaling GD1.

- Lapiz Staedler Noris® 120 HB 2.

- Bisturies desechables con hojas del numero 15.

- Separadores Minnesota.
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3.2 Método

3.2.1 Tipo de estudio

Se realiz6 un estudio de casos y controles con tres grupos: dos grupos con
tratamiento (a un grupo se le aplic6 melatonina y al otro apigenina) y un grupo

control al que no se aplicé ningun tratamiento.

Los perros fueron evaluados en tres periodos ( 30, 60 y 90 dias) siguiéndose, en

todos los casos, el mismo procedimiento de valoracion.

3.2.2 Diseio del estudio
3.2.2.1 Normas de experimentaciéon

En este estudio se han cumplido en todo momento los principios éticos en
investigacion definidos en el Real Decreto 1201/2005 de 10 de octubre sobre
proteccion de animales utilizados para experimentacion y otros fines cientificos, asi
como la Ley 32/2007 de 7 de noviembre para el cuidado de los animales en su
explotacion, transporte, experimentacion y sacrificio. Todas las intervenciones se
han realizado bajo la supervision del veterinario adscrito al Servicio de

Experimentacion Animal de la Universidad de Murcia.
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3.2.2.2 Numero de alveolos por mandibula con esquema:

Control Melatonina p2
Apigenina Melatonina P3
Melatonina Apigenina P4

Apigenina D ‘ ‘ > Control M1

3.2.2.3 Randomizacion

www.Randomizatién.com.
Tres materiales fueron randomizados con el programa anteriormente descrito.

3.2.3 Procedimiento quirurgico

Todas las intervenciones se realizaron bajo la supervisioin del veterinario adscrito al
Servicio de Experimentacioin Animal de la Universidad de Murcia. Bajo anestesia
general, se inicioi el procedimiento realizando una tartrectomiia con ultrasonidos para

eliminar el sarro y contar con un campo quiruirgico limpio.

Se tomaron unas radiografiias intraorales para conocer el punto de bifurcacioin de las
piezas a extraer con el fin de realizar la exodoncia por odontoseccion y que, de esta
manera, el alveolo conservase la maxima integridad posible. Con un lapiz, y siguiendo
la guia radiografica, se traz6 una linea en la superficie vestibular de los dientes a
extraer, perpendicular al margen gingival, para realizar la odontoseccion sin modificar la

anatomia del alveolo.
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3.2.3.1 Exodoncias y tratamiento

Primero se procedié a la induccion anestésica de los animales con los

siguientes farmacos:

= Calmo Neosan® (Maleato de Acepromazina): 0,5-1mg/kg peso (1-
2ml/10kg peso) via intramuscular, como tranquilizante antes de la

anestesia general.

*» Anestesia general: Imalgene® (Ketamina+Clorbutol: 5-8 mg/kg peso

via intravenosa).

= Calmo Neosan®: como coadyuvante del anestésico en la dosis arriba
indicada.

= Atropina: 0,05 mg/kg peso via subcutdnea para disminuir las

secreciones.

A continuacion, y bajo anestesia general, se realizaron en la mandibula las

exodoncias de los premolares P2, P3, P4 del lado izquierdo y M1 bilaterales.

Figura 17: Odontoseccion Figura 18. Exodoncias realizadas
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Figura 19. Aplicacién de flavonoides en alveolo post —extraccion.

Los alvéolos P2, M1 y M2 del lado izquierdo se rellenaron con una esponja de
colageno portadora de flavoniodes (apigenina); los alvéolos P2, M1 y M2 del lado
derecho se rellenaron con una esponja de colageno portadora de melatonina; y en los
alvéolos P3 de ambos lados y P4 del lado izquierdo no se colocé nada para dejarlos
cicatrizar siguiendo su curso normal. En el procedimiento quirurgico se rellenaron los

alveolos de forma randomizada en cada perro.

Figura 20. Esponjas de colageno embebidas en
melatonina previo a su insercion en los alveolos
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Figura 21. Aplicacién de melatonina en alveolo post —extraccion.

La sutura se efectué con puntos simples reabsorbibles (3-0 TB-15. Lorca Marin. Ref

55346) para conseguir que la encia cubriese completamente las membranas.

Figura 22. Hueso cicatrizado después de la aplicacion de melatonina y flavonoides
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Asimismo, se conservo el sector anterior de canino a canino, el premolar P1 y el
molar M3 para que los perros pudieran mantener una minima funcion masticatoria.

En el maxilar superior no se realizd ninguna intervencion.

Durante todo el procedimiento quirurgico se mantuvo la via intravenosa de cada

perro con suero glucosalino (250 cm3) que se transfundié totalmente para

facilitar la hidratacion y recuperacion post quirdrgica de los animales.

El antibidtico y el antiinflamatorio se administraron al terminar la intervencion
quirurgica y posteriormente cada dos dias durante un total de cuatro dias, para
prevenir la infeccidon e inflamacidn post-operatorias, tal y como establecen
los comités de ética de experimentaciéon animal. La medicacion antiinflamatoria,

analgésica y antimicrobiana que se utilizé fue la siguiente:

= Voren® antiinflamatorio (Dexametasona isonicotinato): 1-2 ml. via

intramuscular.

= Bivamox® antibiético (Amoxicilina): 2 ml. via intramuscular.

Después de la intervencion quirdrgica se trasladé a los perros a su estabulario para

que, bajo la supervisidbn veterinaria, se recuperasen progresivamente de la

operacion. En los dias posteriores se realizaron los cuidados post- quirurgicos de las

heridas redundancia para evitar que se produjeran infecciones y se vigilé el estado

general en el que se encontraban los animales. A partir de este momento y durante

el tiempo que durd el estudio, los perros fueron alimentados ad libitum con dieta

blanda a base de pienso blando y agua.

3.2.3.2 Toma de biopsias

En cada uno de estos periodos se utilizaron tres perros y se les realizd nueve

biopsias a cada uno de ellos (de las cuales tres eran muestras de melatonina, otras

tres de apigenina y otras tres de control).
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Previamente a la toma de biopsias a los animales se les realizé una limpieza
de la mucosa oral mediante gasas impregnadas en digluconato de clorhexidina al
2%.

A continuacion se les suministré anestesia local en la encia vestibular y
lingual y se realizé una incision supracrestal desde el canino hasta el segundo molar

y se despego un colgajo de espesor total.

Figura 23. Colgajo de espesor total después de tres meses de cicatrizacion.

Utilizando una trefina de 2,75 mm. de diametro, se practico un orificio en el lado
izquierdo y otro en el lado derecho a nivel de P2, M1 y M2, donde anteriormente se
habian colocado las esponjas con flavonoides y melatonina. Asimismo, se

obtuvieron las biopsias de los alvéolos P3 y P4 pertenecientes al grupo control.
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IRy TR A
R AR o 1%

Figura 24 Figura 25

Figura 24 y 25: Zona de la Extraccién de la Biopsia en Mandibula

Figura 26 Figura 27

Figura 26: Biopsia 6sea del hueso cicatrizado de melatonina, flavonoides y Apegenina.

Figura 27: Se conservaron individualizadamente con formaldehido al 4%.
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Figura 28 Figura 29

Figura 28 y 29: Medicién en anchura y longitud del reborde alvelolar

3.2.3.3 Preparacion de las muestras histolégicas

Los cilindros de hueso que se obtuvieron se conservaron individualizadamente con
formaldehido al 4% en frascos de 10 cc. Durante un periodo de 15 dias. Las
muestras fueron descalcificadas con TBD-2 (Anatomical Pathology International,
Runcon, Chershire, UK) durante 30 dias. Tras la deshidratacion e inclusion en
parafina, en las muestras se realizaron cortes de 8 micras para su tincion con azul

de toluidina y hematoxilina-eosina.

3.2.3.4 Método de analisis histologico e histomorfométrico de la neoformaciéon

osea

En este estudio, para realizar el analisis histomorfométrico, se utilizd una
magnificacion de 20X para observar las imagenes en el microscopio y se valoraron
digitalmente (Olympus DP12, Nagano, Japén) analizando 10 campos por cada
muestra. En el anadlisis de las imagenes se utilizd el software Microimage 4.0
(Media Cibernetics, Silver Spring, Maryland, USA).

Todos los andlisis fueron realizados por el mismo investigador que

desconocia el grupo al que pertenecia cada una de las muestras.
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En cada campo de cada una de las muestras se valoré unicamente el area de
hueso neoformado, sin tener en cuenta el tejido conjuntivo. De la totalidad del area

Osea se determiné el porcentaje de hueso inmaduro:

% Hueso inmaduro = (Area de hueso inmaduro/Area total de hueso) x 100

El hueso inmaduro se caracteriza por imagenes de hueso mineralizado totalmente
desorganizado, con elevados indices de celularidad y grandes cavidades
medulares; mientras que el hueso maduro se caracteriza por imagenes con
predominio de osteonas formadas por laminas de hueso que se organizan de forma
concéntrica alrededor de los conductos de Havers. Para cada una de las muestra

se calculé el promedio de los diez campos analizados de hueso inmaduro.

3.2.3 Analisis estadistico

Los calculos se realizaron con el programa SPSS 19® (Chicago, lllinois, USA) con
licencia en la Universidad de Murcia. El valor de significacion estadistica se

establecio en p<0,05.
Los métodos estadisticos utilizados fueron los siguientes:

--- Estadistica  descriptiva: media, desviacion estandar 'y error

estandar.

--- Estadistica analitica: se utilizé el test de la T de Student para
muestras dependientes para comparar las diferencias existentes entre las

variables.
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Resultados
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4 Resultados

4.1 Treinta dias:
4.1.1 Microscopio 6ptico

En el grupo control se observa una cantidad elevada de hueso neoformado
cubriendo el defecto 6seo. Sin embargo, este hueso nuevo es totalmente
inmaduro, ya que las imagenes muestran un tejido muy desorganizado, con -

elevados indices de celularidad y grandes cavidades medulares.

Figura 30: Ay B ) Control 30 dias. C y D) flavonoides 30 dias. E y F) Melatonina 30 dias.

* H.I: Hueso Inmaduro Desorganizado. M.O: Medula ésea
Tincién azul de Toluidina.
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Por otra parte, en los grupos tratados con melatonina y apigenina, las imagenes

revelan la existencia de hueso neoformado en el que se detectan zonas de tejido

mineralizado que esta organizado, formando osteonas constituidas por laminas de

hueso que se disponen de forma concéntrica alrededor de los conductos de Havers.

Este tejido organizado es mucho mas apreciable en los defectos tratados con

melatonina. También se observan zonas de tejido 6seo dispuesto de forma irregular,

pero en menor medida queen el grupo control. Tanto en los defectos tratados con

melatonina como en los tratados con apigenina no existen restos de material de

regeneracion, ya que éste ha sido reabsorbido.

4.1.2 Analisis Histomorfométrico

La histomorfometria revela que el grupo sin tratamiento presenta un mayor

porcentaje de hueso inmaduro respecto a la totalidad de hueso neoformado, en

concreto un (57,66 + 2,29); para los defectos déseos tratados con apigenina, se

obtiene un porcentaje de hueso inmaduro de (32,62

+

2,76) vy, los defectos

tratados con melatonina son los que muestran, con un valor de (21,96 * 5,42), un

menor porcentaje de hueso inmaduro (Tabla 1).

Control

Melatonina

Apigenina

% Hueso

57,66 £ 2,29

21,96 £ 5,42

32,62 2,76

Tabla 1. Parametros histomorfométricos a los 30 dias.

En el analisis de las diferencias entre las tres muestras del estudio (Tabla 1)

se muestra lo siguiente:

--- El hueso inmaduro en el grupo tratado con melatonina es inferior al del grupo

control y la diferencia entre las medias es estadisticamente significativa

(t(8)=16,222).

--- El hueso inmaduro en el grupo tratado con apigenina es inferior al del

grupo sin tratamiento y la diferencia de medias también ha resultado
significativa (t(8)=19,167).

--- Respecto a los grupos con tratamiento, el hueso inmaduro en el grupo
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tratado con melatonina es inferior al del grupo tratado con flavonoides y esta

diferencia es estadisticamente significativa (1(8)=10,301).

Control_Melatonina Control_Apigenina Apigenina
t p t p t p
16,222 ,000* 19.167 ,000* 10,301 ,000*

“P < 0,05

Tabla 2. Pruebas t de las diferencias de hueso inmaduro entre los

75 -

57,66
60
45

30

15

Control

grupos al primer mes.

Melatonin

32,62

Apigenina

Grafico 3. Valores medios del hueso inmaduro a los 30 dias

en el grupo de control, melatonina y flavonoides

El grafico 1 muestra que a los 30 dias hay diferencias entre los porcentajes de

hueso inmaduro que presentan cada uno de los grupos y los analisis reflejan que

las comparaciones entre las medias de los grupos han resultado estadisticamente

significativas.
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4.2. Sesenta dias

4.1.1 Microscopio 6ptico

En el grupo control se observa que hay una mayor organizacion del hueso
neoformado que cubre el defecto 6seo, ya que las imagenes muestran zonas de
laminas concéntricas formando osteonas, aunque hay otras zonas que todavia

presentan huso inmaduro desorganizado.

E F

Figura 31: Ay B) Control 60 dias. C y D) Apigenina 60 dias. E y F) Melatonina 60 dias.
*H.l: Hueso Inmaduro Desorganizado H.M: Hueso Maduro Organizado. M.O: Medula 6sea
Tincion azul de Toluidina.
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Respecto al grupo tratado con apigenina, las imagenes se caracterizan por el
predominio de hueso neoformado maduro organizado en osteonas, aunque aun
existen areas de hueso desorganizado con elevada celularidad. Sin embargo, estas

zonas son muy pequenas respecto al total del tejido 6seo.

Por otra parte, en el grupo tratado con melatonina se observan imagenes
caracterizadas por tejido 6seo neoformado totalmente maduro y organizado en

osteonas.
4.2.2 Analisis Histomorfométrico

La histomorfometria revela que, a los 60 dias, el grupo control es el que presenta
mayor porcentaje de hueso inmaduro con respecto a la totalidad de hueso
neoformado (35,28 + 1,31); en los grupos con tratamiento se muestra que, en los
defectos Oseos tratados con apigenina, el porcentaje de hueso inmaduro es de
(18,15 + 4,25) y, para los defectos tratados con melatonina, el porcentaje de hueso
inmaduro es el mas bajo, en concreto de (9,69 + 1,37) con respecto a la totalidad de

hueso neoformado (Tabla 3)

Control Melatonina Apigenina
% Hueso 35,28 £+ 1,31 9,69 +1,37 18,15 £ 4,25

Tabla 3. Parametros histomorfométricos a los 60 dias.

Respecto al analisis de las diferencias entre las tres muestras del estudio a los

60 dias (Tabla 3) observamos lo siguiente:

--- El hueso inmaduro en el grupo tratado con melatonina es inferior al del

grupo control y la diferencia de las medias es estadisticamente significativa
(t(8)=51,001).

--- El hueso inmaduro en el grupo tratado con apigenina es inferior al del
grupo sin tratamiento y la diferencia de medias que se obtiene también ha
resultado significativa (1(8)=12,441).
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--- En cuanto a los grupos a los que se ha aplicado tratamiento, en el
grupo tratado con melatonina el hueso inmaduro es inferior al del grupo
tratado con flavonoides y la diferencia en el segundo mes también es

estadisticamente significativa (1(8)=8,714).

Control_Melatonina Control_Apigenina Apigenina
t p t p t p
51,001 ,000%* 12,441 ,000* 8,714  ,000*

*P <0,05

Tabla 4. Pruebas t de las diferencias de hueso inmaduro entre los
grupos al segundo mes.

50

35,28

20 18,15

9,69
10

Control Melatonina Apigenina

Gréafico 2. Valores medios del hueso inmaduro a los 60 dias
en el grupo de control, melatonina y flavonoides

El grafico 2 muestra que a los 60 dias hay diferencias entre los porcentajes de hueso
inmaduro que presentan los tres grupos y, ademas, los analisis reflejan que las
comparaciones entre las medias de los grupos han resultado estadisticamente

significativas.
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4.3 Noventa dias
4.3.1 Microscopio optico

A los 90 dias, tanto el grupo control, como el grupo tratado con melatonina y el
grupo tratado con apigenina presentan imagenes caracterizadas por tejido 6seo
completamente maduro formado por osteonas, aunque existen pequenos restos de

tejido desorganizado que corresponden a zonas de remodelacion Gsea.

E F

Figura 32: Ay B) Control 90 dias. Cy D) Apigenina 90 dias. E y F) Melatonina 90 dias
Iméagenes caracterizadas por tejido 6seo completamente maduro formado por osteonas.
H.M: Hueso Maduro Organizado. H.l: Hueso Inmaduro Desorganizado. M.O: Medula 6sea
Tincién azul de Toluidina.
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4.3.2 Analisis histomorfomeétrico

La histomorfometria revela que se han reducido las diferencias en el porcentaje de
hueso inmaduro que existe entre los tres grupos. Aun asi, el grupo sin tratamiento
continua presentando el mayor porcentaje de hueso inmaduro con respecto a la
totalidad de hueso neoformado (8,20 £ 1,39). Para los defectos 6seos tratados con
apigenina el porcentaje de hueso inmaduro es de (7,20 + 3,63), y para los defectos
tratados con melatonina, el porcentaje de hueso inmaduro es el mas bajo, de (5,97

1,99), con respecto a la totalidad de hueso neoformado (Tabla 5).

% Control Melatonina Apigenina
Hueso
8,20 + 1,39 5,97 £ 1,99 7,20 * 3,63
inmaduro

Tabla 5. ParAmetros histomorfométricos a los 90 dias.

Respecto al analisis de las diferencias entre las tres muestras del estudio a los 90

dias (Tabla 5) observamos lo siguiente:

--- En el grupo tratado con melatonina, el hueso inmaduro es inferior al del grupo
sin tratamiento. No obstante, la diferencia de las medias no es

estadisticamente significativa (1(8)=2,201) a los 90 dias.

--- En el grupo tratado con apigenina, el hueso inmaduro también es inferior
al del grupo control y la diferencia de medias que se obtiene tampoco ha

resultado significativa (1(8)=,619).

--- Si comparamos los grupos con tratamiento, en el grupo tratado con
melatonina el hueso inmaduro es inferior al del grupo tratado con flavonoides;
sin embargo, la diferencia en el tercer mes no es estadisticamente
significativa (t (8)=1,637).
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Control_Melatonina Control_Apigenina Apigenina
t p t p t p
16,222 ,000* 19.167 ,000% 10,301 ,000*

*P <0,05

Tabla 6: Pruebas t de las diferencias de hueso inmaduro entre
grupos al tercer mes.

12

10
8,20

8 - — ' 7.20
5,97

Control Melatonin Apigenina

Gréfico 3. Valores medios del hueso inmaduro a los 90 dias
en el grupo de control, melatonina y flavonoides.

El grafico 3 muestra que a los 90 dias se han reducido las diferencias entre los
porcentajes de hueso inmaduro de los tres grupos y, en consecuencia, la

comparacion entre las medias no ha resultado estadisticamente significativa.
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4.4 Comparacién entre los diferentes periodos de estudio

El analisis de la evolucion del porcentaje de hueso inmaduro en el grupo con

tratamiento de melatonina muestra lo siguiente (Tabla 8):

--- La diferencia entre las medias de hueso inmaduro del segundo y del

primer mes es estadisticamente significativa (1(8)=8,479).

--- La diferencia entre las medias de hueso inmaduro del tercer y del

segundo mes también es estadisticamente significativa (1(8)=8,707).

Melatonina30_Melatonina60 Melatonina60_Melatonina90
t P t P
8,479 ,000* 8,707 ,000*
*P<0,05

Tabla 7. Pruebas t de las diferencias de hueso inmaduro entre
el primer, segundo y tercer mes en el grupo melatonina.

et 21,96

9,69

5,97

30 dias 60 dias 90 dias

Grafico 4. Valores medios del hueso inmaduro a los 30, 60, 90
dias en el grupo de flavonoides
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Como podemos ver en el grafico 4, la aplicaciéon de melatonina ha producido una
disminucién en el porcentaje de hueso inmaduro a lo largo de los meses y las
diferencias entre las medias de cada mes han resultado estadisticamente
significativas.
Con respecto a la evolucion del porcentaje de hueso inmaduro en el grupo al que se
ha aplicado apigenina (Tabla 8) podemos observar lo siguiente:

--- La diferencia entre las medias de hueso inmaduro del segundo y del

primer mes es estadisticamente significativa (1(8)=26,568).

--- La diferencia entre las medias de hueso inmaduro del tercer y del

segundo mes también es estadisticamente significativa (1(8)=26,564).

Apigenina 30_ Apigenina Apigenina 60_ Apigenina
t P t P
26,568 ,000* 26,568 ,000*

*P<0,05

Tabla 8: Pruebas t de las diferencias de hueso inmaduro entre el
primer, segundo y tercer mes en el grupo flavonoides
40 -

32,62

35 -

30 4

25

18,15

20 -
15 -

10 -

wn

30 dias 60 dias 90 dias

Grafico 5. Valores medios del hueso inmaduro a los 30,
60, 90 dias en el grupo de flavonoides.
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En el grafico 5 se observa que la aplicacion de apigenina también ha producido una
disminucién en el porcentaje de hueso inmaduro a lo largo de los meses y las
diferencias entre las medias de cada mes han resultado estadisticamente

significativas.
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Discusion
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5. Discusion

El objetivo de esta investigacion ha sido evaluar los efectos de la aplicacion
de melatonina y de apigenina en la neoformacion y maduracion 6sea en alvéolos

post-extraccion.

Se utilizo perros Beagle por la semejanza de su cresta alveolar con los
humanos, ademas son de facil manejo y son faciles de obtener. Decidimos usar
s6lo perros Beagle macho porque las hembras podian alterar los valores

histomorfométricos 6seos como consecuencia de la secrecidén de estrogenos.

Se ha demostrado otros estudios con perros, que después de las exodoncias, y
antes de colocar los implantes, hace falta que pasen aproximadamente 60 dias
de curacion con el fin de obtener una correcta cicatrizacion de los tejidos blandos
y una organizacion estable de los tejidos 0seos, obteniendo asi una mandibula
edéntula perfecta para la colocacion de implantes dentales. (Block MS. y cols.
2000; Oda T. y cols. 2000). Nuestros resultados demuestra que hace falta
solamente 30 dias para obtener una correcta cicatrizacién de los tejidos blandos
y una organizacion estable de los tejidos Oseas tras la aplicacion de sustancias

osteogénicas como la melatonina o la apigenina.

La relacion entre la melatonina y el metabolismo éseo ha sido documentada
en varios estudios, en los cuales la melatonina actua en el hueso como un
factor local de crecimiento, con efectos paracrinos en células cercanas. (Conti A.
y cols. 2000; Nakade O. y cols. 1999; Koyama H. y cols. 2002;
Pandi_Perumal SR. y cols. 2006). Nuestros resultados han demostrado
demostrando que la aplicacion de la melatonina en alveolos postextraccion
aumentd significativamente el procentaje de la neoformacion 6sea y hueso
maduro. De forma general, podemos decir que a los 30 dias existe mayor
formacion de hueso maduro y por lo tanto el proceso de neoformacion Osea es

mas rapido.
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En este estudio a los 30 dias de la aplicacion de melatonina y en alvéolos
postextraccion se observé un bajo porcentaje de hueso inmaduro con diferencias
estadisticamente significativas si lo comparamos con el grupo control. La
aplicacion de la melatonina, en la cavidad oral ha demostrado tener efectos
benificios en el tratamiento de la patologia periodontal, como procesos
regenerativos posteexodoncia (Cutando A. y cols. 2007). En este sentido,
distintos estudios sefialan que la melatonina estimula la proliferacion y
diferenciacion de osteoblastos humanos in vitro, asi como la sintesis de
colageno tipo | y otras proteinas de la matriz 6sea. (Nakade O. y cols. 1999;
Roth JA. y cols 1999; Radio NM. y cols. 2006). Este incremento de la madurez
O0sea es aun mas marcado para la melatonina que para la apigenina, y estas
diferencias se mantienen cuando realizamos el estudio a los 60 dias. Estos
datos representan la capacidad que posee la melatonina para estimular y

acelerar el proceso de maduracion 6sea en estadios tempranos.

Esto significa que la melatonina tiene una accién directa sobre los osteoblastos
estimulando la diferenciacion de preosteoblastos tanto en cantidad como en
velocidad, lo que supone una mayor produccion de matriz 6sea y su
correspondiente calcificacion. Roth JA. y cols. 1999 observaron que la
melatonina estimulaba la diferenciacion de lineas preosteoblasticas, de forma
que las células tratadas con melatonina maduraron a osteoblastos en plazo de
12 dias, frente a los 21 dias de los preosteoblatsos del grupo control (Roth JA.
y cols 1999). En nuestro trabajo el aumenté en la proliferacion de los
osteoblastos llevado a cabo por la melatonina, se traduciria en un mayor
formacion de hueso maduro, ya que la temprana diferenciaciéon celular
aceleraria notablemente la sintesis y mineralizacién de la matriz osteoide. A
nivel preosteoblastico, la melatonina mejora la formaciéon de nuevo tejido 6seo

ya que estimula la expresion de genes de ciertas proteinas en la matriz ésea.

En este sentido, se ha demostrado que la melatonina, después de un periodo de
5 a 9 dias, promueve la expresién de genes para la produccion de sialoproteina
Osea, fosfatasa alcalina, osteopontina y osteocalcina, lo que acorta

significativamente el tiempo necesario para la diferenciacion de
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lospreosteoblastos en osteoblastos, desde 21 dias a 12 dias (Siddiqui JA. y
cols. 2010).

En estudios similares los valores que se obtuvieron demuestran que la
melatonina de manera independiente induce la formacién de hueso, avalando de
esta manera nuestros resultados. La melatonina es muy efectiva a los 15 dias
después de su colocacion, mejorando de manera significativa la formacion osea
aquellos valores que no necesitan una formacion de hueso nuevo, sino que
estimula al hueso existente. (Cutando Ay cols. 2008; Takechi M. y cols. 2008).
La capacidad osteoinductora de la melatonina es limitada, comienza a decrecer a
partir de los 30 dias, excepto para los parAmetros que estan relacionados con la
formacion de hueso si permaneciese de manera continuada esta accidn, no
habria un efecto terapéutico, sino un efecto oncogénico (Takechi M. y cols
2008).

En el estudio de Koyama y cols. realizado en ratones, se evalla la capacidad de
la melatonina para aumentar la masa 6sea. Los resultados obtenidos expresan
gue la melatonina es capaz de aumentar la masa 6sea, sin embargo; no hay un
aumento apreciable de los valores histomorfométricos. Este aument6 de la masa
Osea se debe a la supresion de la reabsorcion (Koyama H. y cols. 2002), como
pudimos comprobar en nuestro trabajo, que al expresar la melatonina es capaz

de aumentar la masa 6sea, lo cual se debe a la supresion de la reabsorcion.

En este ambito, encontramos los criterios de Bradford Hill entre una exposicién y
un efecto (Bradford Hill A. y cols. 1965). Ante esta situacion se trata de conocer
si la asociacion entre las dos variables que investigamos existe una posible
relacion causa-efecto, ha sido confirmada por mas de un estudio, en poblaciones
y circunstancias distintas por autores diferentes. En este estudio se ha
demostrado que la aplicacion de melatonina si es capaz de modificar los
parametros histomorfométricos 0seos.

Numerosos trabajos publicados hasta el momento describen el efecto protector
de la melatonina en diferentes modelos experimentales de estrés oxidative (lans

O. y cols. 1991; Antolin A. y cols. 1996). En el grupo de perros al que se le
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aplicé melatonina topica en las heridas alveolares, se aprecio como la
melatonina redujo significativamente los elevados niveles de peroxidacion
lipidica del grupo control un dia después de las exodoncias, incluso ligeramente
por debajo de los valores basales. Otros autores también demuestran que la
melatonina es capaz de reducir eficazmente in vivo la peroxidacion de los lipidos
(Yamamoto HA. y cols. 1996; Reiter RJ. y cols. 1998). Yamamoto y Tang
refieren que la melatonina previene la peroxidacion lipidica inducida por cianuro
en ratones. Del mismo modo, el pretratamiento con esta indolamina redujo la
formacion de malonildialdehido, un indicador de peroxidacion lipidica, en
animales con otitis media, donde existia, una respuesta inflamatoria de base
(Taysi S. y cols. 2005).

Se sabe que la melatonina esta presente en elevadas concentraciones en la
médula 6sea, donde excede los niveles séricos en 100 veces (Tan DX y cols.
1993). También se ha demostrado que la melatonina influye sobre las células
Oseas precursoras presentes en la médula 6sea de ratas (Cutando A y cols.
2008).

A nivel de los osteoclastos, tienen lugar una serie de reacciones, que provocan
un aumentd de grupos hidroxilos y oxigeno. Este ambiente da lugar a la
degradacion de los componentes de la matriz ésea, colageno y acido hialurénico,
ya que son proteinas susceptibles de ser oxidadas por radicales libres (Shigeru
K. y cols. 2010). La melatonina es capaz de neutralizar los radicales libres y, de
esta forma, inhibir la reabsorcion 6sea (Tan Dx. y cols. 2007; Calvo-Guirado JL.
y cols. 2010).

Esta inhibicion de la reabsorcion 6sea es reforzada por otra reaccion inducida por
este incremento en la formacién de Ila melatonina en el proceso

osteoclastogénesis.

La melatonina a través de sus propiedades antioxidantes y antiinflamatorias

puede atenuar esta reaccion y disminuir la produccion de especies reactivas

(Cutando 2007) y como consecuencia la reabsorcion 6sea. Esta inhibicion de la
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reabsorcion 6sea puede ser explicada por otra accién inducida por la melatonina
sobre el proceso de la osteoclastogénesis. La melatonina altera el proceso de
destruccion del hueso mediante la modulacion de la triada molecular
OPG/RANK/RANKL, elevando los niveles de OPG, lo que impide la unién de
RANKL a su receptor RANK vy, por tanto, inhibiendo la reabsorcion ésea
(Koyama H. y cols. 2002). Como se ha podido comprobar en nuestro estudio la
melatonina inhibe la reabsorcion 6sea y altera el proceso de destruccion del

hueso mediante la modulacién de la triada molecular.

En un estudio llevado a cabo por Cutando A. y cols. (2008) se evaluo el efecto
de la aplicacién topica de 1,2 mg de polvo liofilizado de melatonina en los
alvéolos post-extraccion de molares y premolares en perros Beagle en el
momento de la colocacion de implantes post-extraccion. Asimismo, se llevo a
cabo un estudio histomorfométrico a las dos semanas de su aplicacion y se
observé que habia aumentado el perimetro del hueso que estaba en contacto
con los implantes que recibieron melatonina. La aplicacion de melatonina dio
lugar a una mayor densidad 6sea, mayor formaciéon de hueso nuevo, y hueso
inter-espiras, comparado con los controles. En este sentido coincide con
nuestros resultados donde obtenemos mas anchura y grosor del hueso a los 30

dias al aplicar la melatonina.

Cutando A. y cols. (2007) realizaron otro estudio en el que se extrajeron los
molares y premolares de las mandibulas superior e inferior de 16 perros de raza
Beagle. De estos 16 perros, 8 fueron tratados con 2 mg melatonina aplicada en
los alvéolos postextraccion, mientras que los otros 8 perros actuaron de grupo
control. Mediante el analisis de sangre se concluyé que la aplicacion de
melatonina reducia el estrés oxidativo. En nuestros resultados se presupone un
incremento del estrés oxidativo en el periodo post-operatorio inmediato que
sucede a la exodoncia, y que este incremento es neutralizado por la aplicacién
tépica de melatonina en las heridas alveolares.

En nuestro trabajo nos planteamos estudiar los efectos de los flavonoides como
la apigenina, nuestro estudio muestra un incremento en la velocidad de
maduracién 6sea tanto a los 30 como a los 60 dias, aunque este incremento es

menor si lo comparamos con los efectos de la melatonina. Del mismo modo, las
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diferencias son significativas cuando lo comparamos con los resultados
obtenidos en el grupo control. Estos resultados segun otros demuestran estudios
que los flavonoides actlan como agentes de activacion osteoblastica incidiendo
en el incremento de la densidad mineral 6sea, en grado similar al proporcionado
por otras alternativas terapéuticas (Chiechi LM. y cols. 2002). Ademas se ha
documentado que la apigenina posee efectos protectores sobre la pérdida 6sea
en ratas ovariectomizadas. Otros estudios demuestran que la apigenina actua a
nivel 6seo disminuyendo la osteoclastogénesis y la funcion osteoclastica y, por
otro lado, incrementando la diferenciacion osteoblastica. (Shigeyama Y. y cols.
2000; Bandyopadhyay S. y cols. 2006; Choi EM. y cols. 2007; Siddiqui JA. y
cols. 2010).

En otra linea, la relacion entre los flavonoides y el metabolismo éseo esta
siendo estudiada. Se sabe que estas moléculas poseen actividades reguladoras
a nivel biolégico, dado que sus principales efectos se ejercen en las células
sanguineas y las células endoteliales a escala microvascular. No resulta
sorprendente que presenten propiedades antiinflamatorias, antitumorales y
actuen como protectores a nivel cardiovascular (Simon Z. y col. 2002). En
cuanto a sus efectos a nivel 6seo, se esta estudiando a la ipriflavona del grupo

de las isoflavonas.

Numerosos estudios in vitro han referido que los flavonoides son importantes
mediadores en la estimulacién y formacion 6sea, promoviendo la diferenciacion
osteoblastica e inhibiendo la osteoclastogénesis (Jeong YJ. y cols. 2005;

Benavente-Garcia O. 2008; Kim HS. y cols. 2013).

En este estudio, hemos comprobado el incremento en la formacion de nuevo
hueso estimulado por flavonoides a estadios tempranos con una mayor
produccion y diferenciacion celular en la zona cortical que acelera
considerablemente la sintesis y mineralizacion de la matriz 6sea. Ademas, los
flavonoides disminuyen la reabsorcion 0sea ya que, debido a sus propiedades

antioxidantes, actiuan sobre los osteoclastos inhibiendo las sefiales moleculares
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encargadas de promover su diferenciaciéon (Bandyopadhyay S. y cols. 2006;
Goto T. y cols. 2014). Se ha demostrado en otro estudio que la apigenina no
sélo inhibe la reabsorcion ésea sino que también, induce a la apoptosis de los
osteoclastos, demostrando asi un efecto positivo sobre el recambio 6seo (Jeon
H. y cols. 2008).

La apigenina incrementa de forma significativa la proliferacion y diferenciacion de
los osteoblastos. Estos efectos se deben a la capacidad de la apigenina para
unirse a los receptores de estrogenos. Por su estructura, la apigenina se asemeja
a los estrogenos; de ahi su relativa adhesion a los receptores estrogénicos tipo a
y B, aunque en mayor grado a los segundos. Esta preferencia para ligarse con
los receptores tipo B llevara consigo una mayor actividad de transcripcion de la
apigenina sobre aquellos tejidos en que los receptores beta estan presentes en
cantidades relevantes, tales como el hueso, el sistema nervioso central y el
endotelio vascular. La apigenina incrementa los procesos de proliferacién y
diferenciacidn osteoblastica, lo que puede explicarse por el efecto que posee
sobre los receptores beta presentes en los osteoblastos. La apigenina, de modo
analogo al B-estradiol, aumenta la actividad de la fosfatasa alcalina, un marcador
temprano de la diferenciacién osteoblastica, y aumenta la expresion génica de la
osteocalcina en estas células, un marcador mas tardio de diferenciacion

osteoblastica (Bandyopadhyay S. y cols. 2006; Siddiqui JA. y cols. 2010).

Ademas, la actividad osteogénica de la apigenina es provocada por la
estimulacién de la produccion de células osteoprogenitoras en la médula 6sea
mediante la expresidén génica de proteinas morfogenéticas del hueso 2 y 6 (BMP-
2 y BMP-6) y mediante la expresion del polipéptido 1 del colageno tipo |
(COL1AIl) necesario para la diferenciacion de estas células. (Bandyopadhyay S,
y cols. 2006; Siddiqui JA. y cols. 2010).

A nivel de los osteoclastos, la apigenina inhibe el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF- a) que induce la secrecion de varias citocinas osteoclastogénicas por
parte de la linea celular osteoblastica. EIl TNF- a induce la produccion de

interleucina-6 (IL-6), RANTES (regulador de la expresion, secrecién y activacion
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de células T) y proteina quimiotactica monocitica 1 y 3 (MCP-1 y MCP-3). Por
otra parte, incrementa la produccion de IFN-gamma, que estimula la
secrecion de monocinas, CXCL-9 y CXCL-10 en los osteoblastos. Estas citocinas
inflamatorias contribuyen a la osteoclastogénesis al estimular a los osteoblastos,
a los fibroblastos y a las células T activadas para producir RANKL, que a su vez
induce la formacion de osteoclastos y la reabsorcion ésea. (Simonet WS. y
cols. 1997; Lacey DL. y cols. 1998; Burguess TL, y cols. 1999; Shigeyama Y.
y cols. 2000; Riancho JA. y cols. 2003; Bandyopadhyay S. y cols. 2006; Choi
EM. y cols. 2007).

De forma similar, la apigenina inhibe la expresion de marcadores de la
diferenciacion osteoclastica como la fosfatasa acida tartrato-resistente
(TRAP), el receptor activador del factor nuclear kappa (RANK) y el receptor
de calcitonina, lo que provoca la inhibicion de la formaciéon de osteoclastos
multinucleados. Esta inhibicién tiene lugar incluso en células precursoras
osteoclasticas obtenidas de la médula ésea de ratones, después del tratamiento
con RANKL y con el factor estimulante de la colonia de macréfagos
(MCSF) (Tan DX. y cols. 1993).

En un estudio se ha obtenido resultado similares a la de nuestro estudio
demostrando que la accion positiva de la apigenina sobre el recambio 6seo
estimulando los efectos de activacion de las células osteoblasticas. Aunque este
mecanismo de accion tuvo un desarrollo lento (Enrique BM. y cols. 20013).
Tales como observamos en nuestro estudio al estudiar las imagenes del
microscopio, se observo un regeneracion ésea a los 30 dias aunque es menor

que la melatonina.
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Conclusiones
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5 Conclusiones

La melatonina y apigenina demostraron sus ventajas en la maduracion Osea,
aunque el tratamiento con melatonina favorece la neoformacién y maduracion 6sea

en mayor medida que el tratamiento con apigenina.
La aplicacion topica de melatonina a si como de apigenina dan lugar a una

disminucién significativa del porcentaje de hueso inmaduro a lo largo del periodo de

estudio.
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