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1.JUSTIFICACION

La osteonecrosis mandibular (ONM) es una entidad clinica que puede producirse como
efecto secundario en pacientes que estdn tomando bifosfonatos como tratamiento a la
osteoporosis o a lesiones malignas en el hueso. Puede presentarse de manera espontanea o

ser desencadenado por un procedimiento quirargico bucal.

La incidencia de aparicién de esta patologia depende de la via de administracion del
bifosfonato, siendo de un 0,001-0,01% en bifosfonatos orales y de un 1-15% en bifosfonatos
intravenosos.Actualmente hay diversos protocolos de actuacion ante esta enfermedad pero

no existe la curacién definitiva sobre todo en casos de estadio clinico avanzado.

Nuestro interés en esta linea de investigacion surge debido a que se considera la extraccion
dentaria como la principal causa desencadenante de ONM en la mayoria de los casos, y no

existe medidas terapéuticas efectivas para su tratamiento.

Por otro lado la melatonina es una hormona que se sintetiza principalmente en la glandula
pineal, entre otros drganos, y que presenta multiples funciones. Estd involucrada en la
regulacion del suefo, tiene propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, funciona como
un inmunomodulador y estimula el metabolismo 6seo. Esto explica que la melatonina
podria ser ideal usarla en eventuales situaciones clinicas que requieran estimular la
formacién dsea y favorecer la cicatrizacion, como es en el caso de la osteonecrosis

secundaria a bifosfonatos.

Para poder comprobar si la melatonina tiene efecto citoprotector y favorece la formacion
de hueso sano en pacientes que toman dcido zolendrénico, hemos planteado un estudio “in
vitro” con células madre procedentes de ligamento periodontal (PDLSCs) y médula 6sea

BMMSCs).

Las células madre son células indiferenciadas que tienen capacidad de autorrenovarse y
diferenciarse en cualquiera de los tres linajes celulares (ectodermo, mesodermo y
endodermo). Tanto las PDLSCs como las BMMSCs pueden diferenciarse a osteoblastos y

formar hueso.



EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

El presente estudio in vitro presenta la hipdtesis de que la melatonina oral podria ser
utilizada en un futuro en el tratamiento y /o prevencion de la ONM secundaria a
bifosfonatos, debido a su papel antiinflamatorio y osteoinductor de células mesenquimales,

implicadas en la reparacion del alveolo dentario tras una extraccion.
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2. ABREVIATURAS

AADC: Decarboxilasa aromatica de aminoacidos L.

ASBMR: American Society for Bone and Mineral Research.
AANAT: Arilalquilamina N-acetiltransferasa.

ALE: Alendronato.

APCs : Células de la papila dental.

AAOMS: American Association of Oral and Maxilofacial Surgeons.
BFs: Bifosfonatos.

BMSCs: Bone marrow derived mesenchymal stem cells. Células madre procedentes de

médula Osea.

CMM: Células madre mesenquimales .

CTX: Telopéptido C- Terminal del coldgeno de tipo I.

DHPR: Dihidroproteina reductasa.

DFSC: Dental Follicle Stem Cells. Células madre procedentes de foliculo dental.
DM: Diabetes mellitus.

DPSCs: Adult Dental pulp stem cells. Células madre del adulto.
FNT: Factor de necrosis tumoral.

HOMT: Enzima 5-hidroxiindol-O-metiltransferasa.

HPDL: Ligamento Periodontal Humano.

ISCT: Sociedad Internacional de Terapia Celular.

MEL: Melatonina.
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MEM: Minimum essential medium.

MSC: Células madre.

NSQ: Ntcleo supraquiamatico.

ONM : Osteonecrosis de los maxilares.

PAM: Pamidronato.

PBS: Fetal bovine serum. Suero bovino fetal.
PRGEF: Plasma rico en factores de crecimiento.

PDLSC: Periodontal Ligament Stem Cells. Células madre procedentes de ligamento

periodontal.
SNA: Serotonina N-acetilasa.

SCAP: Stem cells from the apical part of the papilla. Células madre procedentes de la papila

apical.

SHED: Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth. Células madre procedentes de

dientes deciduales.

THP: Triptofano hidroxilasa.

5-HT: 5 -hidroxitriptofano.

6-SMT: 6-sulfatoximelatonina.

ZA: Acido zoléndronico o Zometa®.

ZOL: zolendronato.



EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

INTRODUCCION






EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

3.INTRODUCCION

3.1. BIFOSFONATOS

Los bifosfonatos son farmacos utilizados en pacientes con osteoporosis y en
oncologia. Presentan una estructura molecular parecida al pirofosfato natural pero no
son metabolizados por los osteoclastos por lo que evitan la reabsorcidon 6sea (Paulo,

2014). En la fig. 1se puede observar la similitud quimica entre el pirofosfato y los

bifosfonatos:
OH OH OH R1 OH
I I O .
Ommm P wem () === P omm O O =mm P wem C emm P o O
I | 1 |
OH OH OH R2 OH
Pirofosfato Bisfosfonato

Figura 1. Estructura quimica del pirofosfato y bifosfonato (tomado de Cardona, 2009).

Existen varios tipos de bifosfonatos que se diferencian por los distintos componentes de
las cadenas R1ly R2. Los bifosfonatos simples no tienen nitrégeno y los
aminobifosfonatos o bifosfonatos nitrogenados si (Cardona 2009, Siqua 2014).

-Los Nitrogenados o aminados son: zoléndronato, ibandronato, pamidronato,
risedronato y alendronato.

-Los no nitrogenados son: tiludronato, clodronato y etidronato.
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Hoy en dia se utilizan los bifosfonatos nitrogenados debido a su mayor potencia
(Giribone, 2013). Cuanto mas potente es un bifosfonato, menos reabsorcion ésea

fisiologica se produce (Cardona, 2009).

Existe otra clasificacion segun la época de sintesis,tal y como se refleja en la Tabla 1:

Bisfosfonato Via de administracion Nitrogenado Potencia
Etidronato Oral No |
Clodronato Oral No 10
Tiludronato Oral No a0
Alendronato Oral Si 1.000
Risedronato Oral Si 1.000
Ibandronato Oral / LV. Si 1.000
Pamidronato LV. Si 1.000-5.000
Zoledronato LV. Si 10.000

Tabla 1. Via de administracion y potencia relativa de los bifosfonatos (tomado de King,

2008).

La via de administracion es un aspecto muy importante a la hora de hablar de potencia
de los bifosfonatos. Por via oral la biodisponibilidad es menor al 2%, a diferencia de los
bifosfonatos administrados via parenteral. En un estudio de Mavrokokki, se estimé
una biodisponibilidad de los bifosfonatos administrados oralmente menor del 1%, y de

un 50% para los administrados por via intravenosa (Mavrokokki, 2007).

Los pacientes con osteoporosis reciben para su tratamiento frecuentemente los
bifosfonatos (BFs) que se administran via oral,tales como el etidronato, risedronato,

tiludronato y alendronato y como excepcidn, en algunas casos se usa el acido
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zoléndronico via parenteral (Inderjeeth, 2014). El risedronato es considerado un
farmaco de primera eleccidon por presentar una potencia relativa 2000 veces mayor que
el etidronato (Nuti, 2014). En cambio, en casos de metastasis en el hueso, canceres
primarios con reabsorcién Osea (mieloma mdultiple) y otras enfermedades dseas
(enfermedad de Paget) se utilizan bifosfonatos intravenosos que son mas potentes:
pamidronato y zolendronato(Marx, 2005). En el caso de la enfermedad de Paget el
zolendronato se presenta como el farmaco de eleccion (Wat, 2014). También son
utilizados los bifosfonatos intravenosos en hipercalcemia tumoral benigna (Marx,

2003).

En el afio 2003 se observd por primera vez un efecto secundario relacionado con estos
medicamentos en el area maxilofacial, una lesion necrética tras una extraccion dentaria
de toérpida evolucidn, que no responde a antibioticos tras 8 semanas de tratamiento y se
la denomino osteonecrosis de maxilares secundaria a bifosfonatos (Marx 2005, Marx
2003, Ruggiero 2004). Es precisamente la gravedad esta patologia dsea, lo que justifica
el interés de nuestro trabajo de investigacion y asi dejar medidas terapéuticas abiertas

en un futuro.

3.1.1. HISTORIADE LOS BIFOSFONATOS.

Los bifosfonatos conocidos antiguamente como difosfonatos, fueron fabricados por
Ingenieros quimicos alemanes en el siglo XIX, como agentes anticorrosivos para evitar

el depdsitos de carbonato de calcio en sus chimeneas (Storm, 1990).

10
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Fue en el afio 1960 cuando se utilizaron por primera vez los bifosfonatos como medida
terapéutica. La primera referencia de los bifosfonatos en PubMed remonta al afio 1968
donde se utilizaron para el tratamiento de la miositis osificante progresiva, calcinosis
tras dermatomiositis, enfermedad de Paget y osteoporosis senil (Fleisch
1968,Russell1973). Seis afios después, Sheppard y col. (Sheppard, 1974) utilizan el
etidronato para tratar enfermedades pediatricas con calcificacion anormal y formacion
ectdpica de hueso.

El primer bifosfonato aprobado por la Food and Drug Administration de Estados Unidos
en 1995 fue el alendronato que fue utilizado en la osteoporosis postmenopdausica

(Chaiamnuay, 2006).

3.1.2 MECANISMO DE ACCION

La estructura quimica de los bifosfonatos le confiere la caracteristica de unirse a los
iones de calcio que se hallan en los huesos (Rogers, 2004), accion que realizan sin haber
sido practicamente metabolizados en el torrente sanguineo, lo que les confiere una vida

media muy larga (Lin, 1999).

En cuanto a su modo de actuar, diferenciamos los bifosfonatos no nitrogenados de los
nitrogenados. Los bifosfonatos no nitrogenados o simples se introducen en el
osteoclasto como analogos del adenosin trifosfato provocando su apoptosis. Mientras
que los bifosfonatos nitrogenados o aminobifosfonatos a tan sélo concentraciones
nanomolares inhiben la enzima farnesil difosfato sintetasa en los osteoclastos,
provocando la inhibicion de lipidos isoprenoides, muy importantes en la farnesilacion

y geranilaciéon de proteinas GTPasa senalizadoras. Al desaparecer estas proteinas

11
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sefializadoras, disminuye la actividad reabsortiva y se produce la muerte del

osteoclasto (Cardona, 2009).

El dtomo de carbono que poseen unido a los dos atomos de fosforo, es lo que le

confiere a los bifosfonatos la resistencia de ser degradados por la fosfatasa alcalina,

enzima que sintetiza el osteoblasto, dando lugar a su accion antirresortiva (Giribone,

2013).

Las funciones mas importantes de los bifosfonatos son:

Inhibicion de la reabsorcion dsea osteoclastica inhibiendo la reabsorcion.
Inducen a los osteoblastos a secretar un inhibidor de la secrecién 6sea mediada
por los osteoclastos.

Apoptosis de los osteoclastos.

Evitar la apoptosis de los osteoblastos.

Efecto antiangiogénico.

Propiedades antitumorales.

Alteracion de la cicatrizacion por afectacion de los fibroblastos (De Colli 2015,
Hagelauer, 2105). Scheper y cols. realizaron un estudio in vitro en el que
observaron que el ZA liberado del hueso afectaba a la mucosa oral de los tejidos
blandos ya que inducia la apoptosis temprana y reducia el crecimiento celular
(Scheper, 2010).Otros estudios in vitro, examinan los cambios celulares
producidos en los tejidos blandos inducidos por los osteoblastos tratados con

ZA (Saracino, 2012).

12
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Los bisfosfonatos orales tienen una biodisponibilidad del 1-2%. Los mas usados en el
mercado son (Pelayo, 2004):

- Alendronato (Fosamax®).

- Clodronato (Bonefos®).

- Etidronato (Difosfen®, Osteum®).

- Risedronato (Actonel®, Acrel®).

- Tiludronato (Skelid®).

En cambio, los bisfosfonatos usados por wvia parenteral presentan una
biodisponibilidad del 50%, lo que aumenta la incidencia de complicaciones. Las

marcas comerciales mas usadas son:

- Acido Ibandroénico o Ibandronato (Bondronat®, Bondeza®).
- Pamidronato (Aredia®, Linoten®, Xinsidona®).

- Zoledronato (Zometa®).

El excesivo uso de los bifosfonatos despierta polémicas en el asunto, ya que al inhibir la
reabsorcion dsea, los huesos resultantes presentan comportamientos metabodlicos
alterados que pueden perjudicar al hueso, por ello a los pacientes de menor riesgo de
fracturadsea se les recomienda interrumpir el tratamiento después de 3-5 afios para un
"descanso de los medicamentos", en cambio en los pacientes de alto riesgo, que deben
seguir la terapia al menos entre 6-10 afios, el uso de bifosfonatos a largo plazo es

conveniente ya que ofrece mas beneficios que riesgos (Watts, 2014).

13
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31.3. OSTEONECROSIS DE LOS MAXILARES SECUNDARIA A
BIFOSFONATOS (ONM).

Encontramos en la literatura diferentes definiciones sobre esta patologia. La American
Society for Bone and Mineral Research (ASBMR) y la American Association of Oral and
Maxillofacial Surgeons (AAOMS) la describen como un 4rea de hueso expuesto en la
region buco-maxilar que persiste mas de 8 semanas después de su identificacidn, en un
paciente que estuvo o esta recibiendo tratamiento con bifosfonatos (BFs) y en ausencia
de radiacion previa en la region craneofacial (Rasmusson 2014, Ruggiero 2014). Por
otro lado, el equipo de Bagan y cols., la define como una osteomielitis cronica de

evolucion lenta y torpida, que no tiende a la curacion (Bagan, 2005).

La AAOMS en la reunion efectuada en septiembre del 2013 para evaluar todos los
conocimientos de la OMN hasta entonces, recomendd cambiar la nomenclatura de
osteonecrosis secundaria a bifosfonatos por osteonecrosis asociada a medicamentos
antirresortivos y terapias antiangiogénicas (Ruggiero, 2014). La evidencia actual,
sugiere que hay una relacion entre la aparicion de OMN de la mandibula y el uso de
otras clases de tratamientos farmacologicos inhibidores de RANKL, asi como
inhibidores de la angiogénesis. Aunque estos farmacos tienen diferentes mecanismos
de accién de los bisfosfonatos, todos ellos parecen interferir con el proceso de
remodelacion Osea es decir, alterar el equilibrio entre la resorcion dsea y la formacion
de hueso que puede ser la explicacion mas plausible para la patogénesis de la

osteonecrosis de la mandibula (Hamadeh, 2015).

14
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En cuanto a la microbiologia en la ONM, después del actinomyces, el Streptococcus
fue el microorganismo mas colonizado (54.7%). Otros colonias crecidas incluyen
Candida,Staphylococcu, Klebsiella,Eikenella, Haemophilus,Fusobacterium,
yEscherichia(Hinson,2014). En la Fig.2. se observa corte histologico de osteonecrosis

maxilar con presencia de actinomyces.

Fig.2. Imagen histologica de la Ostenecrosis maxilar. Se observa hueso areas de hueso

necrético con abundantes colonias de Actinomyces. Foto cedida por el Dr. Aguirre.

3.1.3.1 CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Para diferenciar la OMN de cualquier otra patologia 0sea, la definicion de OMN ha
sido modificada de la establecida en el afio 2009 por la AAOMS (Ruggiero, 2009).
Segun el ultimo consenso de la AAOMS, debe considerarse la OMN si el paciente

presenta todas las caracteristicas siguientes (Ruggiero, 2014):

15
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1. Paciente que recibi6 o estd recibiendo medicamentos antirresortivos
(bifosfonatos) o antiangiogénicos.

2. Hueso expuesto o hueso que puede ser sondado a través de una fistula intraoral
o extraoral en la regién maxilar y que persiste mas de 8 semanas.

3. No hay antecedentes de radioterapia ni enfermedad metastasica en los

maxilares.

La lesion se presenta de forma espontdnea o, mds frecuentemente, tras una extraccion

dental en un 52%-61% de los casos (Ruggiero, 2014).

Existen 3 estadios seguin el grado de la lesion (Ruggiero, 2014):

-Estadio 0: En riesgo. No hay evidencia clinica de necrosis 0sea. Presenta sintomas y

signos y/o hallazgos radiograficos inespecificos.

-Estadio I: Exposicion de hueso necrético,sintomatico y sin signos de infeccion aguda.

-Estadio II: Exposicién de hueso necrético asociado a dolor y signos de infeccion.

-Estadio III: Exposiciéon de hueso necrético asociado a dolor, signos de infeccion,
fistula cutdnea y evidencia clinica y/o radiografia de secuestro d6seo u otra complicacion
(fracturas, etc.). En este estadio el hueso necrotico se extiende mas alld de la region de

hueso alveolar (seno maxilar, hueso cigomatico, senos paranasales...).

16
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A pesar de la falta de consenso sobre la evoluciéon radiografica de la OMN,
encontramos en la literatura,que en estos casos se observa la formaciéon de un cuerpo
necrotico rodeado por una circunferencia radiolticida, que aumenta con el tiempo

(Leite, 2014).

En el afio 2009, Bagéan y cols. (Bagan 2009), subdividen el estadio II en 2 tipos :

-Estadio Ila: exposicion dsea con hueso necrotico o bien una pequefia ulceracion de la
mucosa oral sin exposicion de hueso necroético pero con sintomas. Dolor e infeccion de

los tejidos blandos/hueso. Se controla con tratamientos conservadores y no progresa.

-Estadio IIb: exposicidon 0sea con hueso necrotico o bien una pequefia ulceracion de la
mucosa oral sin exposicién de hueso necrético, pero con sintomas. Dolor e infeccidon de
los tejidos blandos/hueso. No se controla con tratamientos conservadores y progresa la

necrosis o bien los signos infecciosos derivados de ella.

Por otro lado Giribone y cols. la definen como una lesién crénica que avanza
lentamente pudiendo aparecer en 1 6 2 zonas a la vez, y que por su tamafno puede
afectar a estructuras anexas importantes tales como senos maxilares y/o nervio

dentario inferior (Giribone, 2013).

17
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3.1.3.2. LOCALIZACION

La osteonecrosis por bifosfonatos que nos interesa se localiza en el territorio
maxilomandibular (Lopez, 2014). Cuando se encuentran en la cadera suele deberse a

tratamientos con corticoides (Dilisio, 2014 ).

La osteonecrosis maxilar se produce por la falta de aporte vascular y la falta de
remodelacion y regeneracion Osea. Los huesos maxilares presentan una tasa de
recambio en el hueso alveolar 10 veces mayor que los huesos largos, por ello son mas

susceptibles a la osteonecrosis (Prado, 2011) (Fig. 3.)

Fig. 3. Imagen de osteonecrosis asociada a bifosfonatos en la regiéon mandibular tras

extraccion dentaria.

Existen varias hipdtesis sobre esta localizacion. Marx en el afio 2003 argumento6 que era
debido a la presencia de dientes (Marx, 2003), ya que estos pueden presentar patologia
periodontal (Li 2014, Thumbigere 2014), abscesos dentales, tratamientos endoddncicos

incorrectos y otras patologias, que aumentan la tasa de recambio dseo en los maxilares

18
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(Cheong, 2014). Estos pacientes con patologia dental presentaban siete veces mayor

riesgo de presentar OMN (Gupta, 2013).

Otra explicacion seria por las fuerzas que se ejerce en la masticacion que someten a la
cavidad oral a un estrés continuo. Esto provoca la aparicion de microfracturas a diario
que en pacientes que se encuentran bajo tratamiento con bifosfonatos no se reparan y

por tanto favorecen la aparicion de osteonecrosis (Migliorati, 2005).

Dentro del territorio maxilomandibular, la osteonecrosis se encuentra con mayor
prevalencia en la mandibula y sobre todo en la zona posterior como o se puede

observar en la fig. 4 (Bocanegra 2010).

19
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Figura 4. Prevalencia de la osteonecrosis en el territorio maxilomandibular (tomado de

Bocanegra, 2010)

La ONM se suele presentar (en casi un 70% de los casos) como una zona que no
cicatriza tras la extracciéon de un diente (Lee, 2014) o como una exposicion Osea
inflamada y sobreinfectada tras una intervencion quirurgica en la cavidad bucal
(Cardona, 2009). Pero también hay casos en que pueden presentarse de forma
espontanea sin haber realizado previamente ninguna cirugia oral. Algunos factores
locales que pueden favorecer la aparicion de ONM espdntaneas son: torus (Kaneko,
2014) o exostdsis Oseas cubiertas por encia de biotipo muy fino, zonas traumatizadas
por protesis mal ajustadas y en general las zonas donde el mucoperiostio de

revestimiento es muy delgado (cara lingual posterior mandibular y zona vestibular
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posterior maxilar) (Castillo Pardo de Ver, 2007). De tal modo que la localizacién puede
ser variada. Ademas de estos factores locales de riesgo, existen factores sistémicos que
pueden contribuir al desarrollo de OMN como es el caso de la diabetes mellitus (DM).
Esta relacion es debida a la patogénesis de la DM: isquemia microvascular, disfunciéon
de la célula endotelial, la reduccién de la remodelaciéon del hueso, y el aumento de la
apoptosis de los osteoblastos y osteocitos. Ademas, DM induce cambios en la funcion

celular inmune y promueve la inflamacion (Peer, 2015).

3.1.3.3 INCIDENCIA

La incidencia de osteonecrosis es mayor en pacientes tratados con bifosfonatos por via
parenteral para patologias neoplasicas, y mucho menor cuando el bifosfonato es
administrado  por via oral para el tratamiento de  osteoporosis

fundamentalmente(Polymenidi 2014, Lee 2014).

Existen varios estudios en la literatura cientifica sobre la incidencia de esta patologia.
Segun el consenso actualizado de la AAOMS del afo 2014,los pacientes que toman

bifosfonatos intravenosos presentan un riesgo del 1-15% (Ruggiero 2014, Khan 2015).

Los efectos de los bisfosfonatos intravenosos sobre el hueso pueden durar incluso 10
anos después de haber finalizado el tratamiento (Calvo, 2009). En contraste con otras
terapias de antirresortivos en el cual la actividad se pierde rapidamente después de la

interrupcion (es decir, el denosumab, el estrogeno, raloxifeno, y calcitonina) (Brown,
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2014).Por otro lado el riesgo de presentar ONM en pacientes tratados con bifosfonatos

orales se estima en 0.001% a 0.01% segun la AAOMS (Khan, 2015).

Ademads, se ha demostrado que la curacion es mayor en pacientes con bifosfonatos
orales (79%) que por bifosfonatos intravenosos (29%) (Hallmer, 2014).En pacientes que
han tomado bifosfonatos orales, la lesion puede aparecer a partir del 3er afio de
tratamiento, con un tiempo medio de consumo de 5,6 afos, siendo la duracion del

tratamiento lo que aumenta el riesgo de lesién (Erviti, 2009).

3.1.34 TRATAMIENTO DE LA OSTEONECROSIS DE LOS MAXILARES
SECUNDARIA A BIFOSFONATOS.

El tratamiento de la osteonecrosis de los maxilares tiene como objetivo controlar el

dolor, la infeccion y evitar que avance la necrosis dsea (Ruggiero,2014).

Las medidas preventivas en pacientes que toman bifosfonatos resultan ser lo mas
eficiente para evitar esta patologia (Ruggiero, 2014). Por ello es muy importante que el
dentista tenga un buen conocimiento de la enfermedad. En una encuesta realizada en
la provincia de Ontario (Canada) para medir la informaciéon de los dentistas sobre la
OMN, encontraron que solo el 60% presentaba un buen nivel de conocimiento y la
mayoria (un 63% de los dentistas) remitian al paciente que tomaba bifosfonatos al

cirujano oral (Alhussain, 2015).
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Esto implica que antes de realizar cualquier tratamiento, si el paciente refiere estar
tomando esta medicacidn, debemos de preguntar la via de administracién, el tiempo y
frecuencia de consumo y asi valorar el riesgo de aparicion. Existen diversos protocolos
de tratamiento odontoldgico para los pacientes que toman bifosfonatos (Giribone 2013,

Cardona 2009, Ruggiero 2014).

A continuacion se detallan los aspectos mas importantes a tener en cuenta en funcion
del momento en que el paciente acude a realizarse el tratamiento dental; si lo hace
antes de empezar el tratamiento con bifosfonato o no, segun el tipo de bifosfonato que
esté tomando en ese momento, si es por via oral o intravenoso, o si en el momento de
acudir a la clinica dental presenta ya la osteonecrosis. Para ello se divide en 3 grupos

(Cardona 2009, Ruggiero 2014):

* Pacientes que van a empezar el tratamiento con bifosfonatos:
Se debe hacer una historia clinica rigurosa y detallada del paciente complementada
con radiografias periapicales y una radiografia panoramica. Se daran instrucciones de
higiene y se realizaran tratamientos preventivos: extracciéon de dientes semiincluidos,

dientes periodontales con mal prondstico y dientes no restaurables.

Se estima que es el momento perfecto para colocar los implantes, hacer endodoncias y
restauraciones con caries activas y en caso de presentar enfermedad periodontal,
tratarla. Se debe eliminar factores irritativos realizando remodelado éseo en casos de
rebordes con filo de cuchillo, torus de gran tamafio u otro tipo de exostdsis dsea que

pueda perforar la mucosa y ulcerarla.
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En caso de que el paciente vaya a tomar bifosfonatos por via intravenosa, debe
empezar a hacerlo de 4 a 5 semanas después de haber eliminado los focos infecciosos

(Dimopoulos, 2009).

* Pacientes que estin bajo tratamiento con bifosfonatos pero que no presentan
osteonecrosis:
En funcion del tiempo que lleve tomando los bifosfonatos,se determinara el modo de
actuacion. Si los estd tomando en un tiempo inferior a 3 afios, el tratamiento sera
exactamente el mismo sin tener que actuar odontolégicamente de manera diferente
(Guttenberg, 2008). En cambio, si el tiempo de consumo de bifosfonatos es mayor a 3
anos se debe de trabajar de manera preventiva realizando sdlo aquellas cirugias
justificadas y evitando grandes traumas quirtrgicos. En el caso de colocar implantes
no se observa alteracion en la osteointegracion. Se efectuard una técnica minimante
invasiva, evitando grandes colgajos y siempre cierre primario para favorecer
cicatrizacion por primera intencion (Ruggiero, 2014). Las extracciones dentales se
realizaran de manera atraumatica, intentando no dejar hueso expuesto y pudiendo
colocar esponjas hemostaticas en el alveolo. Se evitardn espiculas 6seas que puedan
ulcerar la encia. Se dard augmentine 875mg 1/8 horas, 2 dias antes y 10 dias después
(Ruggiero, 2014) y en la medida de lo posible procuraremos utilizar anestésico sin
vasoconstrictor. El paciente se enjuagard con clorhexidina al 0,12% 2 dias antes y 15
dias después (Junquera 2008, Ruggiero 2014). Mientras que otras intervenciones
quirurgicas como la colocaciéon de implantes dentales no aumentan el riesgo de
osteonecrosis dado que la exposicion al medio ambiente bacteriano de la cavidad oral

parece esencial para el desarrollo de lesiones necroticas (Rasmusson, 2014).
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Existe un marcador bioquimico de remodelado dseo que es el CTX (telopéptido C-
Terminal del coldgeno de tipo I). En pacientes que llevaban tomando mucho tiempo
bifosfonatos, las cifras del CTX indicardn una recuperacion del remodelado dseo. El
valor medio normal es de 400pg/ml, de tal manera que valores inferiores a 150pg/ml
representan un riesgo elevado a osteonecrosis siendo aconsejable postponer la cirugia y
mandar informe a su médico de cabecera, y valorar la posibilidad de interrumpir el
tratamiento con bifosfonatos durante 3 meses, para después repetir la prueba y ver si

ya existe menor riesgo para efectuar la cirugia (Marx 2007, Schwart 2015).

* Pacientes que toman bifosfonatos y padecen osteonecrosis.
Se confirmara el diagndstico de osteonecrosis mediante una historia clinica, revisando
su medicacion y utilizando pruebas radioldgicas complementarias. La biopsia no esta
indicada (Giribone, 2013), solo se analiza el hueso expuesto si el tratamiento es el

quirurgico.

En funcién de los estadios clinicos anteriormente citados, el tratamiento consistira

(Ruggiero, 2014):

-Estadio I: Estos pacientes necesitan tratamiento médico incluyendo el uso de

enjuagues antimicrobianos orales, tales como clorhexidina 0,12%. El tratamiento

quirtrgico no es requerido.
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-Estadio II: Estos pacientes necesitan del uso de enjuagues antimicrobianos orales en
combinacion con antibidticos. Aunque el hueso local y la infeccidn de tejidos blandos
no se consideran la etiologia principal para este proceso, la colonizacion del hueso
expuesto es muy comun. La mayoria de los microbios aislados son sensibles a la
penicilina.

-Estadio III: en este estado acudiremos a antibidticos via intravenosa. Se recomienda
realizar la exéresis del hueso expuesto movil. Algunos autores son partidarios de
grandes desbridamientos quirdrgicos y buscar el cierre por primera intencién, en
cambio otros prefieren tratamientos conservadores para evitar el riesgo de aumentar el
tamafio de la osteonecrosis. Pacientes en estadio 3 pueden requerir de la reconstruccion
después de la resecciéon con placas u obturadores, aunque debe valorarse clinicamente

el posible fracaso de las mismas (Ruggiero, 2014).

Independientemente de la baja incidencia, en algunos casos, la OMN puede
convertirse en una condicion severa y comprometer la calidad de vida del paciente. Por
ello todas las lineas de investigacion dirigidas a favorecer el tratamiento de dicha

patologia, despiertan un gran interés para su aplicacion clinica.
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3.2. LA MELATONINA

3.2.1. DEFINICION

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptofamina) es una neurohormona principalmente
sintetizada por la glandula pineal (fundamentalmente durante el periodo nocturno de
los ciclos circadianos), sustancia aislada por primera vez por el dermatdlogo Aaron
Lerner y colaboradores, quienes consiguieron aislar una pequefia cantidad de un factor
activo procedente de 2500 glandulas pineales de vaca (Lerner, 1960). Estos autores
observaron que dicha molécula aclaraba los melanocitos en la piel de anfibios, y le
dieron el nombre de melatonina al relacionar su funcion con el pigmento melanina y su
estructura con la serotonina (Lerner, 1959). Ademas de en el ser humano, la melatonina
es una sustancia natural que podemos encontrarla en otras especies como en
determinadas bacterias (Balzer, 1991), en algunas plantas (Reiter, 2015) o incluso en

peces (Mukherjee, 2015).

La melatonina comenzo a ser una hormona de gran interés cuando se descubrié su
funcion de regular y sincronizar el ritmo bioldgico (Armstrong, 1986) y como mediador

de las respuestas ante cambios en el fotoperiodo.

3.2.2 BIOSINTESIS DE LA MELATONINA

Se sintetiza a partir del triptéfano, a través de la serotonina (5-hidroxitriptamina) tras

varios procesos enzimaticos como se muestra en la fig. 5. La enzima N-
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acetiltransferasa, convierte la serotonina en N-acetilserotonina, que es convertido a

melatonina por medio de la enzima 5-hidroxiindol-O-metiltransferasa (HOMT).

Tript6fano ﬂDS-HT ﬁbSerotonina &b N-acetilserotonina Mb Melatonina

Figura 5.Via para la sintesis de serotonina y melatonina a partir del triptofano.

Abreviaciones: THP = triptéfano hidroxilasa, 5-HT = 5 hidroxitriptéfano, AADC

decarboxilasa aromatica de aminodacidos L, SNA = serotonina N- acetilasa, HOMT

hidroxiindol-O-metiltransferasa.

En la produccién de la melatonina ocurren dos actuaciones enzimaticas muy
importantes. La primera es la N-acetilacion por arilalquilamina N-acetiltransferasa
(AANAT) para formar N-acetilserotonina. Esta enzima actiia principalmente en la
noche (Klein, 2007). La segunda actuacién viene dada por medio de la enzima 5-
hidroxiindol-O-metiltransferasa (HOMT) también denominada acetilserotonina O-
metiltransferasa ~ que produce la  transferencia de un grupo metilo de la
Sadenosilmetioninaal grupo 5-hidroxi de la N-acetilserotonina para producir
melatonina. La HOMT no viene tan regulada por la oscuridad pero en cambio marca

la produccion maxima de melatonina durante la noche (Liu,2005).

Esta biosintesis se lleva a cabo por una via multisindptica que comienza con la
informacién recibida a través de la retina y se transmite al ntcleo supraquiasmatico

(NSQ) por el tracto retino- hipotaldmico (Moore, 1978). El NSQ, situado en el
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hipotalamo anterior por encima del quiasma dptico, constituye el sitio principal de la

regulacion del ritmo circadiano (Kim, 2015).

La producciéon de melatonina esta influida por el ciclo dia-noche de manera que en los
periodos de oscuridad obtenemos la dosis maxima (sobre todo entre las 12 y las 2 de la
madrugada), y en periodos de luz la secrecion queda inhibida (entre el medio dia y las
14h) (Simonneaux, 2003). Otros factores que influyen en la produccion de melatonina
son la edad (a menor edad mayor cantidad de melatonina), el ciclo de la menstruacién,

el estrés, la actividad deportiva y los farmacos beta- bloqueantes(Ariznavarret, 2002).

La melatonina sintetizada pasa a sangre pudiendo alcanzar todos los tejidos (Tan, 1999)
aunque la que se produce en la retina, y otros 6rganos que es la melatonina extrapineal,
puede actuar alli (Reiter, 1991). Existen evidencias de que la placenta humana sintetiza

melatonina (Valenzuela, 2015).Otras zonas donde se forma melatonina son en la piel y

en médula d6sea (Slominski, 2005).

La melatonina parece estar implicada en el progreso normal del embarazo, con niveles
significativamente mas altos después de 32 semanas. Ademasexiste evidencia sdlida de

que la melatonina tiene un efecto neuroprotector (Voiculescu, 2014).

Mas del 90% de la melatonina circulante se metaboliza en el higado donde se

cataboliza y se elimina en la orina en forma de compuestos sulfatados (6-

sulfatoximelatonina o 6-SMT). Presenta una vida media corta (entre 20 y 45 minutos), y
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un mala biodisponibilidad oral que disminuye la idoneidad de su uso como farmaco, a

pesar de sus multiples funciones fisioldgicas (Carocci, 2014).

Al tratarse de una molécula muy lipofilica, la melatonina circulante atraviesa la
membrana plasmatica para actuar a nivel intracelular (Acuna-Catroviejo, 2002) y la
barrera hematoencefdlica.Ademas también es capaz de atravesar la placenta y se cree

que regula multiples aspectos de la fisiologia perinatal (Johnston, 2015).

3.2.3 MECANISMO DE ACCION

Una de las propiedades mdas importantes de la melatonina es su capacidad
multifuncional o pleiotropia. Esta caracteristica viene dada por su diversa distribucion

de receptores, de lugares de biosintesis y de efectos intracelulares.

La melatonina se une a receptores de membrana de alta afinidad. Hay tres descritos
como bien describe Dubocovich en su articulo (Dubocovich, 2003): MT1, MT2 y MT3.
Los receptores MT1 y MT2 (Mella y Mellb), son receptores de membrana acoplados a
proteina G. Estos receptores inhiben la acenil ciclasa provocando que el adenosin
monofosfato ciclico (AMPc) que se encuentra en el interior de la célula disminuya. El
MT3 es un receptor de membrana no acoplado a proteina G ya que no cumple todos
los requisitos y su activacion estimula la hidrdlisis de fosfoinositol (Duvocovich, 2005).
Estos receptores los podemos localizar distribuidos en diversas zonas del SNC y en
otros organos y tejidos como en el pulmodn, tracto gastrointestinal, glandula
harderiana,ovarios,rindén, neutréfilos, linfocitos B, higado, tejido adiposo, glandula

adrenal y corazén (Pandi-Perumal, 2008).
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3.2.4 FUNCIONES DE LA MELATONINA

La melatonina esta involucrada en varios procesos fisiologicos, como la regulacion del
suefio / vigilia en el ciclo circadiano. Tiene propiedades antioxidantes y anti-

inflamatorias, funciona como un inmunomodulador, y estimula el metabolismo dseo.

1- La melatonina presenta muchas funciones que le otorgan la propiedad de agente
antioxidante (Ilanas 1991, Cuesta 2011, Sanchez 2015). Estas funciones son: estimula la
accion de enzimas antioxidantes, incrementa a otros antioxidantes, promueve la
realizaciéon de la fosforilacion oxidativa mitocondrial, reduce el escape de electrones,
expresion génica de enzimas de 6xido reduccion y elimina radicales libres (Tan 1993,

Pieri 1994).

Estas acciones se realizan en todos los niveles celulares por ser una molécula altamente
lipofilica como ya dijimos anteriormente, por tanto actiia a nivel del nucleo, de la

mitocondria, del citosol y de la membrana (Costa, 1995).

2- Por otro lado la melatonina ejerce como inmunomodulador, en tanto que, en
situaciones en las que no haya producciéon de melatonina, el sistema inmuldgico
disminuye. La melatonina aumenta a través de los monocitos la produccion de IL-1, IL-
6, factor de necrosis tumoral (FNT), e IL-12 y a través de las células mononucleares
aumenta la produccién de IL-2, IFN-Y y la IL-6. Ademds, mejora la funcién inmune
mediante la estimulacion directa de células polimorfonucleares, macrofagos, células

NK 'y linfocitos (Mehta, 2014).
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Los efectos de la serotonina y por tanto de la melatonina, en las células inmunes
pueden ser importantes en la evolucién clinica de patologias con componente
inflamatorio, tales como: la depresion mayor, la fibromialgia, enfermedad de
Alzheimer, psoriasis, artritis, alergias y asma. Por lo tanto, la regulacion farmacolédgica
del sistema serotoninérgico puede modular la funcién inmune y proporcionar

alternativas terapéuticas para estas enfermedades (Arreola, 2015).

3- La melatonina presentapropiedades anticancerigenas.Ensayos bien controlados, que
examinaron la correlacion entre los niveles de melatonina y la actividad neoplasica,
llegaron a la conclusion de que la melatonina, a través de su capacidad
antiproliferativa, antioxidante y acciones inmunoestimulantes (activa los linfocitos

CD4), debe considerarse como un agente natural oncostatica (Zamfir, 2014).

Numerosos estudios han documentado que cuando se administra en combinacién con
quimioterapia, la melatonina aumenta la supervivencia global de un ano y reduce los
efectos secundarios toxicos (Vinther, 2015). La melatonina puede ser beneficiosa en el
tratamiento del cancer de mama (Kochan, 2015), carcinoma hepatocelular o melanoma
(Srinivasan, 2011), cancer de prostata y canceres de hueso entre otros y en los tumores

de la cavidad oral como el carcinoma epidermoide (Cutando, 2011).

Por otro lado, la oscuridad de la noche suprime la produccion de melatonina. Esta
inhibicion es la iniciacion y crecimiento del cancer por ello las personas que trabajan

habitualmente en la noche o cuyos ritmos circadianos son interrumpidos presentan
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mayor riesgo de cancer de mama (Hill, 2015), prostata, endometrio y colon (Reiter,

2007).

4- En un estudio de Nakade y cols. en el afio 1999 se demostré que la melatonina a
dosis entre 50 y 100 microM estimula la proliferacion y la sintesis de colageno de tipo I
en las células 0seas humanas in vitro (Nakade, 1999) lo cual se deduce que la
melatonina tiene un papel importante en la estimulacion y formacion de hueso

(Litovka, 2014).

El hueso se forma mediante un proceso de remodelacién continuado que implica la
resorcion del hueso viejo por los osteoclastos, y la formacién de nuevo hueso por los
osteoblastos. Esto es ejecutado por factores de crecimiento, citoquinas producidas de la
médula dsea y por la accion de las hormonas sistémicas, como la hormona
paratiroidea, estradiol o la hormona de crecimiento (GH). Uno de los candidatos para
la modulacion hormonal de la formacion de osteoblastos y osteoclastos es la
melatonina que estd presente en altas cantidades en la médula 6sea, donde se
encuentran los precursores de las células dseas. Otra posible célula diana para la
melatonina es la de los osteoclastos, lo cuales pueden verse inhibidos a través de su
capacidad antioxidante (Cardinali, 2003). Ademas, la melatonina acttia a nivel de las
células del hueso al producir una disminucion del estrés oxidativo y manter la funcion

de la mitocondria (She, 2014).
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En un estudio de Calvo-Guirado y cols. en tibias de conejos, se demostré que en el
grupo de casos operados con injertos tratados con melatonina , el hueso se regeneraba

mas rapido que en las zonas con injerto de hueso porcino colagenizado (Calvo, 2015).

El grupo de investigacion de Elgamma y cols., realizaron recientemente un ensayo
clinico preliminar de 1 afio, en implantes con carga inmediata localizados en zonas de
baja densidad dsea, concretamente en la zona posterior del maxilar, aplicando
melatonina en la zona de la osteotomia. Concluyeron que la aplicacion de este material
biomimético se asocia con una buena estabilidad y la resorcidon oOsea minima

(Elgammal, 2015).

La evidencia experimental sugiere que las aplicaciones topicas de melatonina pueden
ser utiles en cirugia oral y en implantologia, ya que provoca un aumento de los valores
de contacto hueso-implante y de formacion 6sea, mejorando el éxito y la supervivencia

a largo plazo de los tratamientos de implantes (Gomez, 2015).

Por otro lado, la melatonina ha demostrado favorecer la cicatrizacidon de las heridas por
sus efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores. En un estudio realizado en ratas,
se evaluo los efectos de la melatonina exdgena administrada (1,2 mg / kg intradérmica)
en la formacion de cicatrices. El tratamiento con melatonina mejoro significativamente
la calidad de la cicatrizacion, tanto en términos de madurez y la orientacion de las

fibras de colageno (Pugazhenthi, 2008).
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5- La niveles de melatonina salivales, se liberan por las células acinares de las
glandulas salivales mayores y a través del fluido gingival, aportando importantes usos
en la cavidad oral por a sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes (Reiter,
2015). Estas acciones pueden ser beneficiosas en procesos inflamatorios de la encia y el
periodonto, reducir la pérdida dsea alveolar, mejorar lesiones de herpes, tlceras orales,
favorecer la osteointegracion de los implantes dentales, limitar el cancer oral, y
suprimir los trastornos que tienen un componente de radicales libres (Mehta, 2015).
Tabletas sublinguales de melatonina o aerosoles de melatonina orales y gel que
contiene melatonina-tdpica, pueden mejorar la salud oral general y reducir lesiones de

la mucosa (Gomez 2010, Cutando 2007, Cutando 2003).

6- La melatonina puede inducir el suefio (Gandhi 2015, Kim 2015). Diversos estudios
se centran en si un aporte de melatonina exoégeno puede disminuir la dosis de
benzodiacepinas en pacientes de mayor edad donde la produccién de melatonina
disminuye y aparecen los problemas de insomnio. Cardinali y cols. en un estudio
controlado doble ciego realizado en 45 pacientes de unos 70 afios de edad, concluyo
que la melatonina es eficaz en pacientes con insomnio pero su uso no debe reducir el
uso de benzodiazepinas a dosis bajas (Cardinali, 2002). Resultados que coinciden con

otras investigaciones (Peles, 2007).

En casos de ansiedad, encontramos datos clinicos que indican que la melatonina al

igual que las benzodiacepinas, es un ansiolitico seguro y eficaz cuando se utiliza como

premedicacion en la reducciéon de la ansiedad preoperatoria. Es comparable al
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midazolam con la ventaja que la melatonina ofrece una recuperacion mas rapida en el

posoperatorio (Maitra, 2013).

7- La melatonina y el jet lag. La exposicion a la luz después de la puesta del sol induce
al “jet lag”, causando cambios en el reloj circadiano y por tanto alteraciones en la
secrecion de melatonina. El jet lag es generado por los viajes rapidos que atraviesan
multiples franjas horaria. Los sintomas mas comunes incluyen alteracion del suefio, la
desincronizacion del ritmo, ansiedad, estado de &nimo depresivo, problemas
gastrointestinales, afecciones cardiovasculares, mareos e irregularidad menstrual en las

mujeres (Bonmati, 2014).

8- La melatonina también se ve implicada en los trastornos del estado de animo. La
relacion entre la melatonina y enfermedades depresivas se muestra en varias
publicaciones en la literatura. Los datos cientificos sugieren que los pacientes con
insomnio (disminucidén en los niveles de melatonina) tienen un riesgo diez veces mayor
de desarrollar depresion. El insomnio juega un papel importante en las recaidas de la
depresidn, la recurrencia de episodios depresivos y aparicién de depresion crénica

(Falussy, 2014).

9-La melatonina tiene un efecto antihipertensivo a través de sus receptores acoplados
a proteina G MT1 Y MT2. Actta interfiriendo en el sistema vascular y en el sistema
nervioso central (SNC). La melatonina tiene un efecto protector en el SNC: reduce la
carga de radicales libres, mejora la disfuncion endotelial, reduce la inflamacién y altera

el equilibrio entre el sistema nervioso simpatico y parasimpatico en favor del sistema
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parasimpatico. Por ello es curioso reflexionar en que la contaminacién luminica
artificial, puede ser un factor de alteracidon nivel de melatonina (disminuyéndola) y un

factor de riesgo para el desarrollo de la hipertension (Pechanova, 2014).

Por todas estas funciones anteriormente citadas, el desarrollo de nuevos agentes
capaces de interaccionar selectivamente con receptores de la melatonina se ha
convertido en un 4rea de gran interés durante la ultima década. FArmacos agonistas
melatonérgicos son apropiados para el tratamiento del insomnio, trastornos
neuropsiquiatricos y enfermedades metabolicas asociadas con la resistencia a la
insulina (Carocci,2014). La melatonina se ha demostrado que disminuye Ila
hiperglucemia anormal, reduce la insulina, los triglicéridos y el colesterol (Laudon,

2014).
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3.3 CELULAS MADRE

3.3.1 DEFINICION Y TIPOS

Las células madre son células indiferenciadas que tienen la capacidad de

autorrenovacion y diferenciacion en al menos uno de los tres linajes: endodermo,

mesodermo y ectodermo (Wyles, 2014). Desde la embriogénesis hasta el estado adulto,

se van formando distintas células madres, que en funcion del tejido del que proceden

(origen) y en funcién de su capacidad de diferenciarse (potencia) podemos clasificarlas

en:

1-Por su potencialidad;

Las células madre totipotentes son aquellas células capaces de formar todas las

estirpes celulares de un organismo completo, asi como los tejidos
extraembrionarios como la placenta (Mitalipov 2009, Hanna 2012). El ejemplo

caracteristico de célula madre totipotente es el cigoto.

Las células madre pluripotentes tienen el potencial necesario para formar

cualquier tipo de célula de las tres capas (endodermo, ectodermo y mesodermo)
dando lugar a los drganos y tejidos del organismo, pero no pueden formar un
organismo completo. Estas se obtienen por excelencia del blastocito, que es un
embrion de 5-6 dias desde la fecundacion del évulo y el espermatozoide, y esta

formado por unas 200 células de estructura compleja.

Las células madre multipotentes son aquellas que solo pueden formar células

de acuerdo al tejido de origen. Son células de linea. Ejemplos: células

hematopoyéticas, hepaticas, mesenquimales de médula 0Osea...
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Las células madre oligopotentes, también llamadas células progenitoras son

células madre que tiene la capacidad de diferenciarse en 2 6 mas lineas dentro

de un tejido.

Celula madre unipotente son células madre que dan lugar a una sola linea

(Mitalipov 2009, Hanna 2012).

2-Por su origen:

Células madre embrionarias (CME) tienen la capacidad de autorrenovarse y de

diferenciarse en cualquiera de las lineas celulares. Constituyen una fuente
indefinida de células para reparar tejidos. Se obtienen a partir de embriones
congelados (Al-Shamekh, 2104). Son ampliamente utilizadas para muchos
propositos, tales como la orientacion génica, la terapia celular, la reparacion de
tejidos y la regeneracion de 6rganos (Zhao, 2013). Sin embargo, el uso de las
CME se ve obstaculizado por barreras significativas, incluyendo el rechazo
inmunoldgico, la regeneracion de tejidos incorrectos, la formacion de tumores,
y las preocupaciones éticas relativas a la destruccion de embriones humanos

(Kim 2014, Isobe 2014).

Células madre fetales que son células madre adultas de los tejidos del feto. Se

caracterizan por presentar mayor potencialidad que las células madre adultas

pero menos que las células madre embrionarias.

Células madre adultas se obtienen del adulto por lo que presentan facil acceso.

Son células multipotenciales u oligopotenciales. Estan presentes en todos los
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tejidos y drganos y son las responsables de madurar las células de los tejidos
donde se encuentran, ejemplos: células intestinales, pancreaticas,

mesenquimales de médula osea....

Por otro lado existen las células madre inducidas (iPSs), son células madre del adulto
manipuladas para que presenten el mismo potencial de diferenciacion que la células
madre embrionarias (Wan, 2015). Lo tnico que las distingue de las células madre
embrionarias es su origen, ya que estas no proceden de un embrién (Yu, 2009).
Recientemente, iPSs de pacientes con enfermedades neurodegenerativasse han
diferenciado con éxito in vitro en neuronas motoras, neuronas dopaminérgicas, y
oligodendrocitos (Payne, 2015). Las IPS también han demostrado mejoras en la funcion

cardiaca en adultos con cardiopatia isquémica (Bosman, 2015).

Las células madre podemos localizarlas en diferentes tejidos y drganos (higado,
médula Osea, tejido subcutdneo...). Estudios recientes ponen de manifiesto otras
localizaciones como en el sistema nervioso central y en retina (Stemple 1992, Tropepe

2000, Weissman 2000, Okano 2002).

La terapia celular se basa en la capacidad de estas células de reparar, regenerar y curar,
presentandose como una opcidn terapéutica esperanzadora (medicina regenerativa)

(Moraleda, 2011).
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3.3.2. CELULAS MADRE EN EL DIENTE

Las células madre se han convertido en un tema de especial interés en la investigacion
cientifica tanto en el campo de la medicina, como en la odontologia. Las células madre
dentales constituyen un enfoque nuevo para tratar enfermedades como Ila
periodontitis, caries dentales y otras enfermedades (Shilpa, 2013). Estas presentan
caracteristicas similares a las células madre mesenquimales de médula dsea y tienen la
propiedad de generar odontoblastos, adipocitos, osteoblastos (Ramamoorthi, 2015),

cartilago, y musculo liso y esquelético (d’Aquino 2007, Jo 2007).

Las células madre procedentes de tejidos dentales, constituyen una fuente
prometedora, ya que son facilmente disponibles, altamente proliferativas, y presentan
la capacidad de multi-diferenciacion (Saito, 2015). Por ello tienen multiples
aplicaciones terapetticas, aunque con ciertas limitaciones; el potencial oncogénico de
estas células an no se ha determinado en estudios clinicos a largo plazo. Por otra
parte, la investigacion se limita principalmente a los modelos animales y su amplia
aplicacion clinica ain no se ha probado. Otras limitaciones importantes son la
dificultad para identificar, aislar, purificar y cultivar estas células en los laboratorios

(Bansal, 2015).

Podemos aislarlas en diferentes localizaciones en los dientes:

1. Células madre adultas de pulpa dental (DPSCs) y de dientes deciduos

(SHED)
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2. Células madre de foliculo dentario (DFSC)
3. Células madre de la parte apical de la papila (SCAP)

4, Células madre del ligamento periodontal (PDLSC)

3.32.1.CELULA MADRE PROCEDENTE DE PULPA DENTAL Y DE DIENTES
DECIDUOS

Las células madre mesenquimales procedentes de la pulpa dental (DPSCs: Dental pulp
stem cells),fueron descubiertas en el afio 2000 por grupo de Songtao Shi y presentan un
inmunofenotipo in vitro parecido a las células mesenquimales de médula dsea
(BMSCs) (Gronthos, 2000). Son células capaces de autorrenovarse y diferenciarse en

multiples lineas celulares (Gronthos 2000, Moraleda 2004, Moraleda 2006).

Debido a su origen embrionario en la cresta neural, las DPSCs se diferencian a
neuronas, glia y oligodendrocitos (Sasaki 2008, Rosenbaum 2008) lo cual resulta
beneficioso para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas y en la
reparacion de las neuronas motoras después de una lesion (Govindasamy, 2010).
Ademads también pueden diferenciarse a cardiomiocitos, condrocitos, osteoblastos,

células del higado y las células 3 de los islotes del pancreas (Potdar, 2015).

Paino y cols. en su estudio demostraron su capacidad de diferenciarse a melanocitos
maduros en un medio de diferenciacion de melanocitos especifico (Paino, 2010).
Ademas, tienen una capacidad de reparacion cardiomiogénica (Ventura 2007, Arminan

2009).
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Las DPSCs son utilizadas en una gran variedad de enfermedades como en la diabetes
tipo I, enfermedades de inmunodeficiencia y en enfermedades que afectan a los huesos

y cartilagos (Davila 2004, Drize 1992, Gronthos 2000).

En un estudio realizado en perros, pudo demostrarse la capacidad de regeneracion
pulpar que presentan estas células DPSCs , cuando al trasplantar las células DPSCs en
pulpas amputadas se observé a los 14 dias una regeneracion completa con capilares y

células neurales (Iohara k, 2009).

Las células madre pueden ser aisladas también de la pulpa de los dientes deciduos
humanos exfoliados (SHED: Stem cells from Human Exfoliated Deciduous teeth) (de
Souza 2013, Kashyap 2015). Inducen la formacién de hueso, utilizdndose mayormente
en terapias de regeneracion sea. Estas tienen capacidad de diferenciarse a osteobastos
y hace posible que las SHED puedan reparar defectos de calota en estudios
experimentales en ratas (Pravin,2015).Presentan mayor plasticidad que las DPSCs por
su estado mas indiferenciado. Expresan marcadores neurales y son utiles en el

tratamiento de enfermedades neurodegenerativas (Verma, 2014).

En el afio 2013, de Souza y cols. tras una revision sistematica de las aplicaciones
terapéuticas de las células madre de obtenidas en diente deciduales se obtuvo que las
SHED han sido utilizadas en casos de distrofia muscular, enfermedad del parkinson y

en lupus eritematoso como se ha demostrado en estudios animales (De Souza, 2013).
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3.3.2.2 CELULAS MADRE DEL FOLICULO DENTAL

Son células que encontramos en el foliculo dental, que es el tejido conectivo que rodea
el germen de un diente. Estas células DFSCs (Dental Follicle Stem Cells) tienen la
capacidad de generar cemento, hueso y el ligamento periodontal. Por su gran
potencialidad, se estd aumentando su uso en terapias regenerativas Oseas y
periodontales (Yao, 2008). Estudios recientes avalan su diferenciacion a

osteoblastos/cementoblastos, adipocitos y neuronas (Morsczeck, 2009).

3.3.2.3.CELULAS MADRE DE LA PARTE APICAL DE LA PAPILA

Existen células madre en la zona apical de la papila de dientes permanentes inmaduros
(SCAP). Son células con alta capacidad clonogénica, capaces de diferenciarse a
odontoblastos, osteoblastos y adipocitos. Presentan un alto grado de proliferacion,
duplicacion, asi como una alta capacidad de regeneracion por la alta actividad de la
telomerasa y una aumentada capacidad de migraciéon comparada con las células madre
procedentes de pulpa dental (DPSCs), siendo obtenidas del mismo diente y cultivadas

en las mismas condiciones. Por |o que se puede concluir que las SCAP tienen un ato
potencial para su utilizacién en regeneracion de pulpa/dentina, asi como para

endondoncia (Bluteau, 2008).
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3.3.2.4 CELULAS MADRE DEL LIGAMENTO PERIODONTAL

Las células madre que obtenemos en el ligamento periodontal o PDLSCs (Periodontal
Ligament Stem Cells), son células capaces de regenerar el periodonto, constituido
cemento, hueso encia y ligamento periodontal (Seo, 2004).

En el periodonto encontramos una gran diversidad celular (fibroblastos, osteoblastos,
células del endotelio, células neurales, epiteliales....). Esta variabilidad de células
despertd gran interés de que en este tejido hubiera una poblaciéon de células madre
(Melcher, 1985). Diversos estudios posteriores avalaron esta idea (Lekic 1996,

McCulloch1985, McCulloch 1987).

Las PDLSCs se diferencian a cementoblastos, a células formadoras de coldgeno y a
adipocitos, condrocitos y osteoblastos (Seo 2004, Nagatomo 2006, Techawattanawisal

2007, Gay 2007, Coura 2008, Kadar 2009).

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria que conlleva a la
destruccion del tejido periodontal. Las terapias convencionales no han logrado
restablecer el periodonto danado por ello el uso de las PLDSCs es de gran interés para
poder regenerar tales tejidos ya que contribuyen a la reparacion (Yang 2009, Wenjun

2015, Seo 2004, Ripamonti 2009, McGuire 2008).

Por otro lado existen diversos estudios que demuestran que las PDLSCs son capaces

de diferenciarse en progenie neural y mesodérmica, incluidos nervios periféricos, glia y
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musculo esquelético, bajo ciertas condiciones de cultivo (Techawattanawisal 2007,

Widera 2007, Coura 2008, Kadar 2009).

3.3.3CELULAS MADRE MESENQUIMALES PROCEDENTES DE MEDULA
OSEA

La médula 6sea es el tejido esponjoso que se encuentra dentro de algunos huesos. La
médula 6sea contiene varios tipos celulares: células madre hematopoyéticas que son las
células madre que forman la sangre, hemangioblastos, células madre mesenquimales
(CMM) y Multipotent Adult Progenitor Cells (células madre unipotentes). A

continuacion hablaremos de las células madre mesenquimales.

Las células madre mesenquimales se han convertido en las células madre mas
utilizadas en ensayos clinicos. Ademas podemos encontrarlas en diferentes sitios tales
como médula dsea, grasa, pulpa dental, sagre del cordéon umbilical y en la membrana
amniotica (Insausti, 2010). Se diferencian a hueso (Coelho 2000, Sugiura 2004, Padial
2015)y cartilago (Mackay, 1998) por lo que son ampliamente utilizadas en patologias
osteoarticulares. Ademas tienen funciones pro-angiogénicas y antiinflamatorias lo que

explica su uso también en la cicatrizacion de las heridas (Insausti, 2010).

Con el fin de consensuar una definicion de las células madre mesenquimales la
Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) “The Mesenchymal and Tissue Stem
Cells Committe of the Internaltional Society for Cellular Therapy” propuso unos

criterios minimos necesarios para definirlas. Dichos criterios son (Dominici, 2006):
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Capacidad de adherencia al plastico cuando se mantienen en condiciones de
cultivo estandar.

Maés del 95% de la poblacion debe expresar los antigenos especificos de
superficie CD90, CD73 y CD105 y ausencia de marcadores hematopoyéticos
como CD45, CD34, CD14 6 CD11b, CD79a 6 CD19 y HLA clase II.

Capacidad de diferenciacion in vitro a osteoblastos, adipocitos y condrocitos

bajo condiciones estandar de diferenciacion.
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OBJETIVOS
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVOS GENERALES

e El objetivo de esta Tesis Doctoral es comprobar “in vitro” el efecto citoprotector
de la melatonina frente al 4cido zolendrdnico en células madre procedentes de

ligamento periodontal (PDLSCs) y médula 6sea (BMMSCs).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer un cultivo primario de células madre procedentes de la médula dsea

y ligamento periodontal.

2. Determinar el perfil inmunofenotipico de las células obtenidas del cultivo de

médula dsea y ligamento periodontal.

3. Medir la viabilidad y proliferacion de BMMSCs y PDLSCs sometidas a

diferentes concentraciones de melatonina

4. Determinar la viabilidad celular de BMMSCs y PDLSCs sometidas a diferentes

concentraciones de acido zolendronico

5. Determinar el papel citoprotector de la melatonina frente al acido zolendrénico
in vitro, midiendo la viabilidad celular de BMMSCs y PDLSCs sometidas a

diferentes concentraciones de acido zolendronico y melatonina combinadas.

49






EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

MATERIAL Y METODOS
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5.MATERIAL Y METODOS

5.1 AISLAMIENTO CELULAR.

+  OBTENCION DONANTES DE DIENTES

Las extracciones dentales se realizaron en la Unidad de cirugia oral y Maxilofacial del
Hospital Virgen Universitario de la Arrixaca (Murcia). Se recogieron dientes definitivos
(n=200) de pacientes mayores de 14 afios con enfermedad periodontal avanzada o
afectacion por caries, por lo que la extraccion estaba indicada. Para asegurar el
anonimato de los donantes no se llevé a cabo la identificacidn de los dientes recogidos.
El estudio de este trabajo se hizo con la autorizacon del comité ético del Hospital
Virgen de la Arrixaca y se obtuvo el consentimiento informado por escrito de los

participantes.

Inmediatamente tras la extraccion, los dientes recogidos se depositaron en tubos
(FALCON) con medio de cultivo celular, que constaba de: Minimum Essential Medium
Eagle (MEM, SIGMA), mezcla de antibidticos (100 unidades/ml de penicilina y 100
ug/ml de estreptomicina; SIGMA) y antifungicos (250 unidades/ml de anfotericina ;

SIGMA).

Las muestras se conservaron entre 4°C y 8°C hasta poder ser procesadas.
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a.l. Extraccion del Ligamento Periodontal Humano (hPDL):

Se trabajo en condiciones de esterilidad en una cabina de seguridad bioldgica vertical

tipo II con filtro HEPA (Telstar).

* Los dientes recogidos se colocaron en una placa de Petri que contenia PBS
esteril (tampon fosfato salino 0.1 M, pH 7.4) y una mezcla de antibioticos (100
unidades/ml de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina; SIGMA) y

antifingicos (250 unidades/ml de anfotericina ; SIGMA).

A continuacion, el ligamento periodontal se retiré cuidadosamente de la superficie
de la raiz de los dientes, fundamentalmente del tercio medio (fig.6), con la ayuda

de unas pinzas y un bisturi (hoja n°15).

Figura 6. Bisturi con el que se rasp¢ la superficie radicular y recogida del tejido
obtenido.

52



EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

e El ligamento periodontal (junto con el PBS) se traspasé por separado a un
tubo (Falcon) donde se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm (Fig. 7).

Se desech6 el sobrenadante y se procedié a realizar la disgregacion

enzimatica y mecanica.

[ 1500 00 13 15

99 1500 05:00 25

Figura 7. Imagen de la centrifugadora a 1500 rpm para la obtencion del pellet celular.

Disgregacion enzimatica:

1. El precipitado celular fue sometido a una disgregacion enzimatica utilizando
una solucion de proteasas: Colagenasa tipo I (3mg/ml; Worthington Biochem) y

dispasa (4mg/ml; GIBCO) durante 1 hora a 37°C. (Fig.8).
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Figura 8. Disgregacion enzimatica con colagenasa.

2. Las proteasas se inactivaron afiadiendo un volumen igual o mayor de medio

de cultivo celular MEM muy frio.

3. Se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm.

4. Tras desechar el sobrenadante, se resuspendid el precipitado celular en medio

de cultivo celular MEM con anfotericina (250 unidades/ml).

5. Se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm.

6. Tras desechar el sobrenadante, se anadié medio de cultivo celular MEM con

anfotericina (250 unidades/ml).
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Disgregacion mecanica:

1. Con el fin de quitar los trozos mas grandes de tejido remanente, después de la
disgregacion enzimatica se recogieron las células del tubo con una pipeta Pasteur y se
depositaron sobre una malla estéril de 70pum (Falcon, BD), donde se tamizaron a través

de la malla anadiéndose medio de cultivoMEM.

2. La solucién resultante se centrifugd durante 10 minutos a 1500 rpm.

3. Posteriormente, se desechd el sobrenadante y se afadié medio de cultivo celular

MEM.

— OBTENCION DE DONANTES DE MEDULA OSEA.

La médula 6sea ha sido obtenida por hematdlogos en los quiréfanos del Hospital
Clinico Universitario Virgen de la Arrixaca en Murcia (Espafia) mediante la técnica
mini-harvest: Bajo anestesia general, con la colocacion del paciente en decubito prono y
en condiciones de esterilidad, se realiza la palpacion de la cresta iliaca posterosuperior
seleccionada y se administré anestesia local con mepivacaina (6-8 mL) mediante
puncion con aguja intramuscular. A continuacion se procedi6 a la puncion con trocar

de aspirado de médula 6sea en la cresta iliaca posterosuperior.

Tras atravesar el periostio se procedia a la retirada del fiador y se conectaba una jeringa

de 10 mL heparinizada previamente con 0.5 mL de heparina sodica al 5% (Mayne
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Pharma®, Espafa). Una vez conectada se realizaron aspiraciones de médula ésea, con

la premisa de no obtener mas de 2-3 mL en cada aspiracion para asegurar una buena

celularidad medular y la minima contaminacién con sangre periférica en la muestra
obtenida. El volumen final recolectado de médula 6sea fue de 10 mL en cada donante.
Posteriormente se colocaba un tapon estéril a las jeringas de médula 6sea y se llevaban

al laboratorio de Terapia Celular para su procesamiento.

5.2 RECUENTO Y ESTIMACION DE LA VIABILIDAD CELULAR

Antes de cultivar las células obtenidas, se hizo un recuento y estimacion de la
viabilidad celular mediante la utilizaciéon de la cAmara de Neubauer o hemocitometro y
azul tripan. Este método se basa en el principio que las células vivas (viables) cuya
membrana citoplasmatica estd intacta, no permite la entrada del colorante (azul tripan),
permaneciendo refringentes. Mientras que las células muertas (no viables), debido a
que su membrana citoplasmatica se encuentra rota, permite el paso de colorante

tiféndolas de azul (Fig.9 ).
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OTM

Figura 9. Lector automatico TC20 ™ Automatic Cell Counterde BioRad con la que se

realizo el recuento y estimacion de la viabilidad celular.

Los pasos a seguir eran:

La suspension celular se agité y se depositaron 10 pl de la misma en un tubo
(Eppendorf), se anadié 10 pl de la solucién de azul tripan a la muestra anterior,
agitandose la mezcla con la misma micropipeta y procurando no hacer burbujas. Se
pego el cubrecamara en el hemocitometro humedeciendo los bordes del mismo, y se
llené con la mezcla anterior la cdAmara de aire que existe entre el cubreobjetos y el
hemocitémetro (0.1mm?), por uno de los lados del mismo. Contamos en el microscopio
de contraste de fase las células tefiidas y no tefiidas en una de las regiones de la cAmara

segun la figura.

Para un recuento mas exacto pueden contarse las cuatro regiones de la camara y
obtener la media aritmética de los recuentos. Se calculé el numero de células totales y

viables de la muestra segtin las siguientes formulas:
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a) Ne¢células viables/ml = n® células vivas contadas x 10000 x factor de dilucion

b) N¢ células totales/ml = (n° células vivas contadas + muertas contadas) x 10000 x

factor de dilucién.

n? de células viables x 100

% Viabilidad =
n® de células totales

Se multiplica el nimero de células por 10000, ya que el volumen correspondiente a la

region contada en la cdmara Neubauer es de 0.1mm3.

Tras hacer el recuento y la estimacion de la viabilidad, se ajust6 la solucion celular a
1x10° células/ml y se sembrd 3ml de la misma por frasco de cultivo de 25 cm? (Sarstedt).

Las células se cultivaron a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad.

5.3 CULTIVO DE CELULAS DE LIGAMENTO PERIODONTAL Y

MEDULA OSEA

Las células aisladas del ligamento periodontal crecen adheridas al plastico de la placa
de cultivo. Para el cultivo primario de BMMSCs y PDLSCs, su expansion y

mantenimiento, se utilizé6 un medio de cultivo celular que fue denominado medio

58



EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

basal (MB). El medio basal estaba compuesto por a-MEM (Minimum Essential
Medium Eagle, Alpha Modification, SIGMA) al que se le anadieron los siguientes

componentes, como podemos observar en la tabla 2:

COMPONENTES CONCENTRACION
FBS (Gibco) 15%
P/IS (Sigma) 100ug/mi
Glutamina (Sigma) 2mmol/|
Acido ascorbico 2 fosfato (Sigma) 100ug/mi
Anfotericina (Sigma) 2,5ug/ml

Tabla 2:Componentes y concentraciones del medio basal que utilizamos.

Con el objetivo de conseguir un numero de células suficientes para llevar a cabo la
investigacion, semanalmente, cuando las células estaban cerca de llegar al estadio de
confluencia, ocupando aproximadamente el 85% de la base del frasco de cultivo, se

realizaba el siguiente proceso:

Se retiraba el medio de cultivo del frasco que contenian las células, se afiadia Tripsina
0.25% + EDTA ImM (disgregacion enzimatica) en cantidad suficiente para cubrir la
superficie del mismo y se incubaba en una estufa para cultivos celulares a 37°C, 5% de

CO2y 95% de humedad durante 5 minutos.

Posteriormente, se procedia a la neutralizacion de la actividad enzimatica con igual o
mayor cantidad de medio de cultivo frio. La mezcla era centrifugada durante 10

minutos a 1000 rpm, se desechaba el sobrenadante y se resuspendian las células en 1
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ml de medio de cultivo basal. Tras estimar la viabilidad, se ajustaba el nimero de
células de la suspension anterior, normalmente a 1x10° células/ml, y eran sembradas en
un frasco de cultivos de mayor superficie que el anterior. Las células se incubaron en
una estufa para cultivos celulares a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. El medio de
cultivo celular basal era cambiado con una frecuencia de 3 veces por semana

aproximadamente.

54 CARACATERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS

BMMSCs Y PDLSCs

Los antigenos de superficie de las BMMSCs y PDLSCs se evaluaron por citometria de
flujo en células en PO utilizando el panel de anticuerpos monoclonales recomendado por
el Committee of the International Society for Cellular Therapy. (Tabla 3). En cada tubo se
coloco una suspension de 1.5 x10° células en 100pL mas 20uL del anticuerpo conjugado
con el fluorocromo correspondiente: Fluorescein isothiocyanate (FITC) para los anticuerpos
CD105, CD14, CD45 y HLADR; phycoerythrin (PE) para los anticuerpos CD73, CD90 y

CD19; phycoerythrincyanide 5 (PerCPCyb5.5) para el CD34.
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Anticuer po Volumen | Concentracion/ Fluorocromo | Suplidor Clon
100uL
CD105 20uL 1.5x10° células FITC BD Pharmigen™ 266
CD73 20pL 1.5x10° células PE BD Pharmigen™ AD2
CD90 20pL 1.5x10° células PE BD Pharmigen™ 5E10
CD34 20pL 1.5x10° células PerCP-Cy5.5 | BD Pharmigen™ 581
CD45 20pL 1.5x10° células FITC BD Pharmigen™ HE30
CDh14 20uL 1.5x10° células FITC BD Pharmigen™ M5E2
CD19 20uL 1.5x10° células PE BioLegend™ HIB19
HLADR 20uL 1.5x10° células FITC BD Pharmigen™ G46-6

Tabla 3. Anticuerpos usados para la evaluacion de antigenos de superficie de las

DPSCs y BMMSCs.

Inmunocitofluorescencia.
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Los cultivos se analizaron con un fotomicroscopio de epifluorescencia LEICA modelo

DMR vy las imagenes se capturaron y trataron con un equipo COOLSNAP.

La sistematica de trabajo fue:

Lavado inicial con PBS (5 minutos)

Las células se fijaron con Paraformaldehido al 4% (8 minutos).

Se volvio a lavar con PBS 30 minutos (3-6 lavados de 5-10 minutos)

Se permeabiliza con Tritéon al 0.05% (15 minutos), en el caso que vayamos a
utilizar un anticuerpo citoplasmatico.

Se lavd con PBS 30 minutos (3-6 lavados de 5-10 minutos).

Se bloquea con solucion de bloqueo (Lisina 10%, BSA 5% (no con tejidos) y PBS,
minimo 1 hora.

Se aporta el anticuerpo primario en soluciéon de bloqueo permaneciendo toda la
noche a 4°C.

Al dia siguiente, se lava con soluciéon de bloqueo durante 30 minutos (cambiar
cada 5-10 minutos)

Si fuera necesario, se administra Biotina (1:200 en solucién de bloqueo) minimo
2 horas.

Se aplica el anticuerpo secundario (texas red para rojo, fluoresceina para verde),
dilucién 1:500, 45 minutos.

Se lava tres veces con PBS durante 10 minutos.

Para marcar nucleos, se emplea DAPI (20 microlitros en 10 ml de PBS), 5
minutos, luego se lavo 2 veces con PBS.

Se monta los portaobjetos con Moviol, Eukitt o Glicerol.
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En la tabla 4, se resumen los anticuerpos utilizados con fluorescencia.

Anticuerpo Especie Dilucién
CD90 Mouse 1:500
CD73 Mouse 1:1000
CD105 Rat 1:500
CD34 Mouse 1:100
CD45 Mouse 1:100
CD90 Mouse 1:500

Tabla 4: Anticuerpos utilizados en la inmunofluorescencia.

5.5 MTT O ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR

El ensayo de MTT se realizd para medir la proliferaciéon de las células de
ligamento periodontal y médula dsea. Esta prueba permite determinar la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas a través de la reduccion metabdlica que realiza la

enzima mitocondrial sucinato-deshidrogenasa sobre el sustrato bromuro de 3-(4,5-
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dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT). Como resultado se formaran un
compuesto de color azul cuya cantidad generada es proporcional a la cantidad de

células vivas en cultivo.

Para la realizacion de este ensayo se procedio del siguiente modo:

* Se sembraron 3000 células por pocillo en 400 pl de medio de cultivo DMEM con

rojo fenol suplementado con L-glutamina (2 mM/ml), 10% de SBF vy

penicilina/estreptomicina (100 pg/ml) (fig. 10).

Figura 10. Preparacion del ensayo de proliferacion celular.
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Se incubaron a 37 °C y COz al 5% durante los tres tiempos establecidos: 24h, 48h
y 72 h.

Transcurrido el tiempo de incubacion (24, 48 6 72 horas), se sustituyo el DMEM
con rojo fenol por 400 pul de DMEM sin rojo fenol.

El reactivo MTT se afiadia a cada uno de los pocillos para quedar a una
concentracion final de 3,8 mg/ml y se incubd a 37 °C y un 5% de CO: durante 4
horas.

Tras la incubacion, se retird el contenido de los pocillos y se afiadieron 400 pl de
DMSO por pocillo.

Se trasvasaron 200 ul del contenido de cada pocillo a una placa de lectura y se

midid la absorbancia a 570 nm con medida de referencia a 620 nm.

En todos los casos, los experimentos se realizaron por quintuplicado para evitar

la variabilidad de la muestra.

5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Analizamos los datos estadisticos con el paquete de software SPSS® (version 15.0) para

windows, en el cual hemos efectuado los siguientes procedimientos estadisticos:
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Debido al escaso tamafio de la muestra, para contrastar la normalidad de las variables
numéricas usamos el test de KS (Kolmogdrov-Smirnov), en caso de ser normales
usamos test paramétricos (ANOVA), en caso contrario No paramétricos (Kruskal-
Wallis).

Para el andlisis comparativo de las variables se consideré que la hipdtesis nula (es
decir, la existencia de una relacion de independencia entre las variables), se deberia
rechazar, cuando la probabilidad minima de rechazo (el llamado “p-valor”) no sea
superior al nivel critico estandar de 0.05 (si esta se rechaza, se considera que la relacion
entre las variables es de dependencia). Para ello, se ha realizado el contraste para el
estudio de las asociaciones entre las variables cuantitativas continuas mediante el
testckANOVA» de un factor, usado para comparar tres o mas medias (de muestras

independientes), cuando eran tres o mas las variables a comparar.
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RESULTADOS.
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6. RESULTADOS.

6.1 AISLAMIENTO CELULAR DE BMMSCs y PDLSCs.

Las células se extrajeron de médula 6sea y del ligamento periodontal y se cultivaron
segun las técnicas expuestas en Material y Métodos. A las 24 horas de cultivo, ya se
observaron BMMSCs y PDLSCs adheridas a la superficie del frasco de cultivo (Fig.11).
A las 48 horas, pequenas colonias de células de tipo fibrobldstico proliferaban y se
expandian por todo el frasco. Al cabo de una semana, estas células se mostraban

confluentes en un 80% de la totalidad del frasco.

Figura 11. Imagen donde observamos la gran confluencia celular a los 7 dias de cultivo.

A)PDLSCs; B BMMSCs.

6.2. CARACTERIZACION INMUNOFENOTIPICA DE LAS
BMMSCs Y PDLSCs:

Las BMMSCs y PDLSCs expresaron positividad para los antigenos de membrana
celular CD105, CD90, CD73 y negatividad para los antigenos CD45, CD34, CD14, CD19

y HLA-DR, todos incluidos en las recomendaciones de la Sociedad de Terapia Celular
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Internacional (International Society of Cellular Therapy) para la tipificacion de estas
células (Fig. 12). Estos resultados aunados a su cardcter de células adherentes

constituyen dos de los 3 criterios exigidos para su definicion como células MSC.

PDLSCs BMMSCs
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Figural2.Respuesta a los antigenos de membrana celular que expresaron las BMMSCs

y PDLSCs.
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6.3 EFECTO DEL ACIDO ZOLENDRONICO SOBRE LA LINEA
CELULAR PDLSCs.

El tratamiento de la linea celular PDLSCs con acido zolendrénico (0-30 uM) durante 24,
48 o 72 horas provocd una disminucién significativa de la viabilidad celular, que
resultd dependiente de la duracion de la incubacion y de la concentracion de acido

zolendrdnico.

24 horas

Al estudiar el efecto del 4cido zolendrdnico a concentraciones de 1, 3, 5, 10, 20 y 30uM
sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs (después de 24 horas de incubacion), la
mayor reduccion de la viabilidad celular la obtuvimos con el acido zolendrénico a 30
uM (0,40452 + 0,020163); aunque no se han obtenido diferencias estadisticamente

significativas con el resto de concentraciones utilizadas (p=0,096) (Tabla 5 y Figura 13).

Concentraciones de Proliferacion celular

Acido zolendrdénico Media £DT
Control 0,509 +0,035
1uM 0,473 + 0,104
3uM 0,472 +0,050
5uM 0,492 +0,085
10uM 0,427 +0,084
20uM 0,424+0,054
30uM 0,404 + 0,020

p-valor=0,096

"DT = desviacidn tipica

Tabla 5: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 24 horas de incubacion (test ANOVA).
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Proliferacion 24 horas
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Figura 13: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 24 horas de incubacién (test ANOVA).

48 horas

Cuando analizamos el efecto del acido zolendrdnico a concentraciones de 1, 3, 5, 10, 20
y 30uM sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs (después de 48 horas de
incubacion), observamos que la mayor reduccién de la viabilidad celular se produjo a
dosis de 30uM (0,43948 + 0,046088) de 4cido zolendronico;observamos diferencias
estadisticamente significativas a las concentraciones 20uM (p=0,017) y 30uM(p=0,002)

(Tabla 6 y Figura 14).
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Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrénico Media £DT
Control 0,648 0,034
1uM 0,723 £ 0,095
3uM 0,707 0,111
5uM 0,629 +0,098
10pM 0,519 +0,082
20uM 0,479 +0,078
30uM 0,439 £ 0,046

p-valor=0,0001

"DT = desviacion tipica

Tabla 6: Efecto del acido zolendronico sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 48 horas de incubacion (test ANOVA).

Proliferacion 48 horas
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Figura 14: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 48 horas de incubacion (test ANOVA). *p< 0.05; **p<0.01.
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72 horas

Cuando analizamos el efecto del 4cido zolendronico a concentraciones de 1, 3, 5, 10, 20
y 30uM sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs (después de 72 horas de
incubacién), observamos que la mayor reduccion de la viabilidad celular se produjo a
dosis de 30uM (0,2112 + 0,015175) de acido zolendrdnico;observamos diferencias

estadisticamente significativas con el resto de concentraciones utilizadas (p=0,0001)

(Tabla 7 y Figura 15).
Concentraciones de Proliferacion celular

Acido zolendrénico Media £DT
Control 0,760+0,034
1uM 0,731 + 0,082

3uM 0,636+0,069

5uM 0,527+0,081

10uM 0,386+0,031

20uM 0,268+0,016

30uM 0,211+ 0,015

p-valor=0,0001

DT = desviacion tipica

Tabla 7: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 72 horas de incubacién (test ANOVA).

Al comparar el efecto de las concentraciones de ac. zolendrénico a nivel intragrupal

sobre la proliferacion celular a las 72h, encontramos ya un efecto muy claro a partir de
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3uM que resulta significativo (p<0.01) y que aumenta este efecto en sucesivas

concentraciones con una mayor significancia atin (p=0.0001) (Figura 15).

Proliferacion 72 horas
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Figura 15: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 72 horas de incubacién (test ANOVA). **p<0.01. ***p=0.0001

6.4. EFECTO DEL ACIDO ZOLENDRONICO SOBRE LA LINEA CELULAR
BMMSCs.

El tratamiento de la linea celular BMMSCs con acido zolendrénico (0-30 uM) durante
24, 48 0 72 horas provoco una disminucidn significativa de la viabilidad celular, que
resulté dependiente de la duracién de la incubacion y de la concentracion de acido

zolendrénico.

24 horas
La incubacion de las células BMMSCs con acido zolendrénico durante 24 horas no tuvo

efectos significativos con las diferentes concentraciones de acido zolendrénico en

74



EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

relacion al control. Al estudiar el efecto del acido zoledronico a concentraciones de 1, 3,
5, 10, 20 y 30uM sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs (después de 24 horas
de incubacidn), la mayor reduccion de la viabilidad celular la obtuvimos con el acido
zoledrénico a 3 uM (0,2922 + 0,04874); aunque no se han obtenido diferencias

estadisticamente significativascon el resto de concentraciones utilizadas (p=0,423)

(Tabla 8 y Figura 16).
Concentraciones de Proliferacion celular

Acido zolendrénico Media £DT

Control 0,320+0,042

1uM 0,355 + 0,050

3uM 0,292+0,048

5uM 0,302+0,046

10pM 0,307+0,044

20uM 0,339+0,097

30uM 0,340+0,033

p-valor=0,423

"DT = desviacidn tipica

Tabla 8: Efecto del acido zolendrodnico sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 24 horas de incubacién (test ANOVA).
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Proliferaciéon 24 horas
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Figura 16: Efecto del &cido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea

BMMSCs, después de 24 horas de incubacion (test ANOVA).

48 horas

Al estudiar el efecto del 4acido zoledrénico a concentraciones de 1, 3, 5, 10, 20 y 30uM
sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs (después de 48horas de incubacidn), la
mayor reduccién de la viabilidad celular la obtuvimos con el acido zoledroénico a 30
uM (0,310 + 0,018); aunque no se han obtenido diferencias estadisticamente
significativascon el resto de concentraciones utilizadas (p=0,257). ) (Tabla 9 y Figura

17).
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Concentraciones de Proliferacion celular

Acido zolendrdénico Media £DT
Control 0,351 £ 0,043
1uM 0,372 + 0,051
3uM 0,371 + 0,070
5uM 0,371 + 0,049
10uM 0,354 + 0,053
20uM 0,333 £ 0,041
30puM 0,310 + 0,018

p-valor=0,257

"DT = desviacion tipica

Tabla 9: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 48 horas de incubacion (test ANOVA).
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Proliferaciéon 48 horas
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Figura 17: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea

BMMSCs, después de 48 horas de incubacion (test ANOVA).

72 horas

Transcurridas 72 horas de incubacion se observa una clara disminucion en la
proliferacion celular en presencia de acido zolendrdnico. De esta forma, volvemos a
observar como las mayores concentraciones (10-30 uM) provocan una disminucion
significativa de la viabilidad celular.El tratamiento que mayor disminucién de la
proliferacion celular provoca con datos muy significativos vuelve a ser 30uM (0,212 +

0,010). (Figura 18 y Tabla 10).
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Concentraciones de Proliferacion celular

Acido zolendrénico Media DT

Control 0,377 £0,024

1uM 0,404 + 0,054

3uM 0,403 +0,087

5uM 0,342 +0,099

10uM 0,266 *0,046

20uM 0,243 +0,050

30uM 0,212+ 0,010

p-valor=0,0001

"DT = desviacion tipica

Tabla 10: Efecto del acido zolendrénico sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 72 horas de incubacion (test ANOVA).

Proliferacion 72 horas

0,5 H Control

B 1pM Zometa

B 3uM Zometa

B 5uM Zometa
B 10pM Zometa
B 20uM Zometa

ABSORBANCIA (RANGO 0-1)
o
w

B 30pM Zometa

Figura 18: Efecto del acido zolendronico sobre la viabilidad celular en la linea

BMMSCs, después de 72 horas de incubacion (test ANOVA). *p< 0.05; **p<0.01.
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6.5. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA LINEA CELULAR

PDLSCs.

El tratamiento de la linea celular PDLSCs con melatonina (0-500 uM) durante 24, 48 6
72 horas no alter¢ la proliferacion celular, que resulté dependiente de la duracion de la

incubacién y de la concentracion de la melatonina.

24 horas

La proliferacion celular a las 24h fue parecida al grupo control. Encontramos un
aumento de la proliferacion con respecto al control con la concentraciéon de 100 uM.
Por el contrario, la concentracién de 400uM resulté ser la de menor actividad
proliferativa; aunque no se han obtenido diferencias estadisticamente significativas con

el resto de concentraciones utilizadas (p=0,581) (Tabla 11 y Figura 19).

Concentraciones de Proliferacion celular
Melatonina Media £DT
Control 0,476 £0,057
100uM 0,505+ 0,054
200 pM 0,445+ 0,043
300 pM 0,485+ 0,130
400uM 0,431+0,033
500uM 0,471+0,075

p-valor=0,581

"DT = desviacion tipica

Tabla 11: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 24 horas de incubacion (test ANOVA).
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0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

Proliferacion 24h

H Control
H 100uM
H 200uM
H 300uM
H 400uM
m 500uM

Figura 19: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

48 horas

No encontramos diferencias significativas en la proliferacion de las PDLSCs en
presencia de la melatonina (p= 0,998). La concentracion de 100uM fue la que menor

efecto proliferativo tuvo sobre las PDLSCs (0,605 + 0,281);(p>0.05), (Tabla 12 y Figura

20).

después de 24 horas de incubacion (test ANOVA).
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Concentraciones de Proliferaciéon cglular

Melatonina Media DT

Control 0,615%0,517

100uM 0,605+ 0,281

200 pM 0,628% 0,084

300 uM 0,624+ 0,969

400uM 0,623%0,154

500uM 0,607+0,097

p-valor=0,998

"DT = desviacién tipica

Tabla 12: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 48 horas de incubacion (test ANOVA).

Proliferacion 48h

0,9

0,8
5l |
é 0,7 - T H Control
§ 0,6 - = 100uM
=05 - = 200uM
<
é 0,4 - m 300uM
@ 03 - ® 400uM
o
20,2 - # 500uM
<

0,1 -

O .

Figura 20: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 48 horas de incubacion (test ANOVA).
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72 horas

No existen grandes diferencias entre las diferentes concentraciones, con un rango de
absorbancia de entre 0.894 y 0.780, sin diferencias estadisticamente significativas
(p>0.05). La concentraciéon de 100 uM fue la que mayor efecto tuvo en la proliferacion
de las células (0,826 + 0,139). Por el contrario, la concentracién de 200uM fue la que

menor efecto proliferativo tuvo (0,720 + 0,158) (Tabla 13 y Figura 21).

Concentraciones de Proliferacion celular

Melatonina Media DT

Control 0,894 0,041

100uM 0,826 + 0,139

200 puM 0,720+ 0,158

300 uM 0,822+ 0,101

400uM 0,787%0,144

500uM 0,780+ 0,108

p-valor=0,270
"DT = desviacién tipica

Tabla 13: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 72 horas de incubacién (test ANOVA).
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Proliferacion 72 horas

1,2
= 1
e H Control
o
(2") 0,8 - H 100uM
§ E 200uM
< 0,6 -
é H 300uM
g 0,4 - H 400uM
o
4 m 500uM
< 0,2 -

Figura 21: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea PDLSCs,

después de 72 horas de incubacion (test ANOVA).

6.6. EFECTO DE LA MELATONINA SOBRE LA LINEA CELULAR

BMMSCs.

El tratamiento de la linea celular BMMSCs con melatonina (0-500 uM) durante 24 y 48
horas no alterd la proliferacion celular, que resulté dependiente de la duracién de la

incubacion y de la concentracion de la melatonina.

24 horas

A las 24 horas encontramos en cuanto a la proliferacion del control ( 0,347 + 0,021) un
principio de descenso con 100 y 200uM que se acentua a partir de la concentracion de
300uM, siendo la concentracion de 500uM la que mads afect6 al crecimiento celular,

aunque no fue estadisticamente significativo (p=0.055) (Tabla 14 y Figura 22).
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Concentraciones de Proliferacion cglular

Melatonina Media DT

Control 0,347 £ 0,021

100uM 0,309 + 0,037

200 uMm 0,312 £ 0,078

300 uM 0,277 £ 0,036

400pM 0,289+0,040

500uM 0,265+ 0,040

p-valor= 0,055

"DT = desviacion tipica

Tabla 14: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 24 horas de incubacion (test ANOVA).

Proliferacion 24h

0,45

0,4
<
S 0,35 - H Control
o
0 0,3 - m 100uM
Z
< 0,25 - m 200uM
<
o 0,2 - H 300uM
Z
2 0,15 - B 400uM
§ 0,1 - ® 500uM
<<
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0 .

Figura 22: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 24 horas de incubacion (test ANOVA).
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48 horas

A las 48 horas, encontramos un aumento en la proliferacion celular con la
concentracion del00uM (0,396 + 0,092) con respecto al control (0,343 + 0,015), no
siendo estadisticamentesignificativa, y una caida de la proliferacion a partir de 200 uM,
fendmeno similar al que ocurre a las 24 horas, siendo la concentracién de 500 uM la

que mayor decrecimiento celular provocé (p=0.061) (Tabla 15 y Figura 23).

Concentraciones de Proliferacion cglular
Melatonina Media DT
Control 0,343+ 0,015
100uM 0,396 £ 0,092
200 uM 0,364 £ 0,084
300 uM 0,339 £ 0,072
400pM 0,341 +0,040
500puM 0,275+ 0,031
p-valor= 0,061

DT = desviacion tipica

Tabla 15: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 48 horas de incubacién (test ANOVA).
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Proliferacion 48h

0,6
=05
S"_ Hm Control
o
S 04 - = 100uM
< H200uM
<03 -
é H 300uM
50,2 - B 400uM
(@]
3 H 500uM
< 0,1 -

O .

Figura 23: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 48 horas de incubacion (test ANOVA).

72 horas

La concentracion de 100uM al igual que a 48h resulta ser la concentraciéon que provoca
un aumento en la proliferacion de las BMMSCs, siendo estadisticamente
significativo(p=0.011). A partir de 200uM la proliferacion va decayendo gradualmente

(Tabla 16 y figura 24).
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Concentraciones de Proliferaciéon cglular
Melatonina Media DT
Control 0,396% 0,029
100uM 0,489 + 0,120
200 puM 0,372 £ 0,050
300 pm 0,418 £ 0,099
400puM 0,368+0,041
500uM 0,325+ 0,032
p-valor= 0,011

"DT = desviacién tipica

Tabla 16: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 72 horas de incubacion (test ANOVA).

Proliferacion 72h
0,7
*
= 0,6 T
°I ’
6’ H Control
Q05
g H 100uM
= 04 -
< = 200uM
(@] a
z 03 = 300uM
o
202 - = 400uM
v
Q0,1 - = 500uM
0 |

Figura 24: Efecto de la melatonina sobre la viabilidad celular en la linea BMMSCs,

después de 72 horas de incubacion (test ANOVA). *p< 0.05
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6.7. EFECTO DE LA COMBINACION DE MELATONINA Y ACIDO

ZOLENDRONICO SOBRE LA LINEA CELULAR PDLSCsA 72

HORAS.

El tratamiento de la linea celular PDLSCs con melatonina (100, 300 y 500 uM) y acido
zolendronico (1, 3, 5, 10, 20, 30) durante 72 horas provoco diferencias significativas de
la viabilidad celular, que resulté dependiente de la concentraciéon de la melatonina
utilizada y de la dosis de acido zolendrénico. Dado que los mayores efectos del
zolendronico y melatonina fueron a las 72 horas, se han analizado la combinacién de

los mismos a 72 horas.

100uM Melatonina:

Transcurridas 72 horas de incubaciéon con 100 uM de melatonina, se observa una clara
disminucion en la proliferacion celular en presencia de acido zolendrénico. De esta
forma, volvemos a observar como a partir de 3 uM existe una disminucion significativa
de la viabilidad celular (p<0.01). El tratamiento que mayor disminucion de la
proliferacion celular provoca con datos muy significativos vuelve a ser 30uM
(p=0.0001). Estos datos sugieren un posible efecto citoprotector parcial de la melatonina

sobre las PDLSCs, hasta la concentracion 1 uM (Tabla 17 y figura 25).
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Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrénico Media £DT
Control 0,760+0,034
1uM 0,731 + 0,082
3uM 0,636+0,069
5uM 0,527+0,081
10uM 0,386+0,031
20uM 0,268+0,016
30uM 0,211+0,015

p-valor=0,0001

DT = desviacion tipica

Tabla 17: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PDLSCs en presencia de
100 uM de Melatonina y tratada con acido zolendrénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas.

Proliferacion 72h /100uM MEL

3 0,9 H Control

o 08 ® 1pM Zometa

Y] 0,7 -

Z 06 -

:t: 0,5 ] B 3pM Zometa

< 7

g g'g i B 5uM Zometa

< ool

g 02 B 10pM Zometa

o 0,1 -

‘é’ 0 - B 20pM Zometa
B 30uM Zometa
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Figura 25: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PDLSCs en presencia de
100 uM de Melatonina y tratada con acido zolendroénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas. **p<0.01.

300uM Melatonina:

Tras 72 horas de tratamiento, la concentracion minima que disminuyé de forma
significativa la viabilidad celular respecto al control no tratado fue 5uM de acido
zolendronico en presencia de 300uM (p<0.01) (Tabla 18 y figura 26). Al comparar con la
concentracion de 100 uM de melatonina, se observa que es necesario una mayor
concentracion de 4cido zolendrdénico para que decaiga significativamente la
proliferacion celular. Lo que sugiere que a mayor concentracion de melatonina, existe

una mayor citoproteccion.

Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrénico Media DT
Control 0,85210,371
1uM 0,823 + 0,077
3uM 0,737%0,122
5uM 0,652+0,094
10uM 0,470+0,059
20uM 0,237+0,025
30uM 0,176+ 0,017

p-valor=0,0001

DT = desviacion tipica
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Tabla 18: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PDLSCs en presencia de
300 uM de Melatonina y tratada con 4cido zolendrénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas.

Proliferacion 72h/3001M Melatonina
1
0,9
= H Control
:o-" 0,8 -
007 - B 1uM Zometa
w ’
<Zf~ 0,6 - B 3uM Zometa
o
< 0,5 - B 5puM Zometa
o
Z 04 - B 10uM Zometa
[=2]
g 0,3 1 u 20uM Zometa
@02 -
< B 30uM Zometa
0,1 -
O .

Figura 26: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PDLSCs en presencia de
300 uM de Melatonina y tratada con acido zolendronico (1-30puM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas. **p<0.01.

500uM Melatonina:

El aumento de concentracion de melatonina (500uM) durante 72h, tuvo efectos
inhibitorios del efecto de zolendrdnico a concentracién de 1uM (0,816 + 0,142) y 3uM
(0,733 + 0,159) siendo estadisticamente significativo (p<0.05; p<0.01, respectivamente).
No obstante a partir de 10 uM de acido zolendrénico, hubo un notable decrecimiento

de la proliferacion celular (Tabla 19 y Figura 27).

92



EFECTO CITOPROTECTOR DE LA MELATONINA SOBRE FARMACOS ANTIRREABSORTIVOS

Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrénico Media £DT

Control 0,680+0,030

1uM 0,816 + 0,142
3uM 0,733 +0,159
5uM 0,659 +0,049
10pM 0,436+0,153

20uM 0,192+0,025
30uM 0,118+ 0,010

p-valor=0,0001

"DT = desviacidn tipica

Tabla 19: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PDLSCs en presencia de
500 uM de Melatonina y tratada con dcido zolendrénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas.
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Proliferacion 72/500uM
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Figura 27: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular PDLSCs en presencia de
500 uM de Melatonina y tratada con acido zolendronico (1-30uM) durante 72 horas

(media #* desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas. **p<0.01. *p<0.05.

6.8. EFECTO DE LA COMBINACION DE MELATONINA Y ACIDO

ZOLENDRONICO SOBRE LA LINEA CELULAR BMMSCS A 72

HORAS.

El tratamiento de la linea celular BMMSCs con melatonina (100, 300 y 500 uM) y &cido
zolendroénico (1, 3, 5, 10, 20, 30) durante 72 horas provoco diferencias significativas de
la viabilidad celular, que resulté dependiente de la concentraciéon de la melatonina

utilizada y de la dosis de acido zolendronico.
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100uM Melatonina:

La presencia de 100uM de melatonina en presencia de diferentes concentraciones de
acido zolendrénico sobre las BMMSCs, tuvo un efecto diferente en relacién a las
PDLSCs. Se observa un aumento significativo de la proliferacion celular en
concentraciones 1uM (0,406 + 0,060) (p<0.01) y 3uM (0,376 + 0,042) (p<0.05), lo que
sugiere una mayor proteccion de la melatonina a concentraciones mas bajas en relacion

a las PDLSCs (Tabla 20 y Figura 28).

Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrénico Media +DT
Control 0,361 +0,032
1uM 0,406 + 0,060
3uM 0,376 +0,042
5uM 0,316 0,044
10uM 0,313 +0,035
20uM 0,261 +0,024
30uM 0,227+ 0,005

p-valor=0,0001

DT = desviacion tipica

Tabla 20: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular BMMSCs en presencia de
100 uM de Melatonina y tratada con acido zolendroénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas.
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Figura 28: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular BMMSCs en presencia
de 100 uM de Melatonina y tratada con dcido zolendrénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas. *p<0.05; **p<0.01.

300uM Melatonina:

Tras 72h de incubacion de las BMMSCs en presencia de 300uM de Melatonina y
diferentes concentraciones de zolendronico, encontramos que parecido a lo que pasa
con 100uM de melatonina, existe un efecto inhibitorio de la accién toxica celular del
acido zolendroénico estadisticamente significativo en concentraciones de 3uM (p<0.01) y
5uM (p<0.05); siendo el crecimiento celular superior al control no tratado. A partir de
10uM de 4cido zolendronico, existe un claro decrecimiento celular (Tabla 21 y Figura

29).
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Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrdénico Media £DT
Control 0,370 0,023
1uM 0,356 + 0,021
3uM 0,411+0,102
5uM 0,376 0,059
10pM 0,348+0,056
20uM 0,263+0,032
30uM 0,245+ 0,009

p-valor=0,0001

"DT = desviacion tipica

Tabla 21: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular BMMSCs en presencia de
300 uM de Melatonina y tratada con dacido zolendrdnico (1-30uM) durante 72 horas

(media * desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas.
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Figura 29: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular BMMSCs en presencia
de 300 uM de Melatonina y tratada con acido zolendrénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas. *p<0.05; **p<0.01.

500uM Melatonina:

En presencia de 500 uM de melatonina, también hubo un efecto citoprotector de las
BMMSCs a concentraciones de 1uM (p<0.01) y 3uM 8p<0.05) de 4cido zolendronico.
Este efecto desaparece a la concentracion de 10uM donde se observa una bajada de la
proliferacion celular (Tabla 22 y Figura 30). Estos resultados sugieren que la linea
BMMSCs es mas resistente al dcido zolendroénico que la linea PDLSCs, necesitando
mayores concentraciones de melatonina para obtener efecto citoprotector (Tabla 22 y

Figura 30).
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Concentraciones de Proliferacion celular
Acido zolendrdénico Media £DT
Control 0,329+0,120
1uM 0,346 + 0,020
3uM 0,332+0,143
5uM 0,328+0,031
10puM 0,297+0,078
20uM 0,241+0,158
30uM 0,227+ 0,071

p-valor=0,0001

"DT = desviacion tipica

Tabla 22: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular BMMSCs en presencia de
500 uM de Melatonina y tratada con dacido zolendrdnico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas.
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Proliferacion 72h/500uM
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Figura 30: Valores absolutos de absorbancia de la linea celular BMMSCs en presencia
de 500 uM de Melatonina y tratada con acido zolendrénico (1-30uM) durante 72 horas

(media + desviacion estandar); cada valor es la media de 6 medidas. *p<0.05; **p<0.01.
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7. DISCUSION

La osteonecrosis de maxilares secundaria a bifosfonatos, es una entidad clinica que se
localiza en los maxilares, fundamentalmente en mandibula (Lépez, 2014). Esta
nomenclatura ha sido modificada en el ultimo consenso realizado por la AAOMS
(Ruggiero, 2014), al observar que esta patologia dsea era producida también por otros
medicamentos (Hamadeh, 2015) y no sdlo por bifosfonatos, pasdndose a llamar
osteonecrosis asociada a medicamentos antirreabsortivos (dentro de los cuales estan los
bifosfonatos) y a terapias antiangiogénicas. La incidencia de osteonecrosis depende del
tiempo, dosis y via de administracion, siendo mayor en pacientes tratados con
bifosfonatos por via parenteral para patologias neoplasicas, y mucho menor cuando el
bifosfonato es administrado por via oral para el tratamiento de osteoporosis
fundamentalmente (Inderjeeth 2014, Polymenidi 2014, Lee 2014).La ASBMR y la
AAOMS la describen como un area de hueso expuesto en la regién bucomaxilar que
persiste mas de 8 semanas después de su identificacidon, en un paciente que estuvo o
estd recibiendo tratamiento con bifosfonatos (BFs) y en ausencia de radiacion previa en

la regidn craneofacial (Rasmusson 2014, Ruggiero 2014).

Los bifosfonatos detienen la pérdida dsea actuando sobre las células del hueso. Inhiben
la actividad de los osteoclastos y previenen la apoptosis de osteoblastos y osteocitos
(Bellido, 2011). Todas estas células se originan a partir de células madre
mesenquimales BMMSCs (Mollazadeh, 2015). Pero se ha visto que estos medicamentos
también afectan a células mesenquimales de diferentes linajes(Giribone, 2013) entre las
que se encuentran las PDLSCs, alterando su viabilidad y proliferacién celular (Agis

2010, Tanaka 2013).
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La principal limitacién de nuestro trabajo versa en que no existe evidencia cientifica
que estudie el efector citoprotector de la melatonina en presencia de 4cido
’

zolendronico, aunque existen estudios donde se observan los diferentes efectos “in

vitro” de la melatonina y &cido zolendronico por separado.

Los resultados de nuestro estudio in vitro indican que las PDLSCs y las BMMSCs son
células de origen mesenquimal que cultivadas con 4cido zolendronico (ZA) se
comportan de manera diferente en cuanto a términos de citotoxicidad se refiere.
Existe disminucion de la proliferacion significativa en la linea celular PDLSCs a las
48h con concentraciones de 20uM (p<0.05) mientras en la linea BMMSCs no existe
diferencia estadisticamente significativa. A las 72 h de estar en cultivo, las PDLSCs
mostraron una disminucion significativa de su tasa de proliferacion y viabilidad
celular a concentraciones de 3uM de ZA (p<0.01), y las BMMSCs sdlo eran sensibles
a partir de 10uM de ZA (p<0.05). En cambio, en otro estudio realizado en
osteoblastos, obtenidos de la cabeza femoral de pacientes que fueron sometidos a
cirugia de reemplazo total por presentar osteoartritis, al ser tratados con 10 uMZA
durante 5 dias, se obtuvo como resultado q a dosis de 10uM de ZA atn no habia una
afectacion significativa sobre la viabilidad celular, considerdandose tal dosis como

subtoxica (Zara, 2015).

Coincidiendo con nuestros objetivos, encontramos un estudio cuyo propodsito fue
examinar los efectos in vitro del zolendronato intravenoso (ZOL), del pamidronato
(PAM) y del alendronato oral (ALE) en la cavidad oral humana utilizando fibroblastos
gingivales, osteoblastos y, ademads, células de sarcoma osteogénico. Tales células

fueron sembradas en multiples placas de 6 y 96 pocillos con cuatro concentraciones
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diferentes (1, 5, 10 y 20uM) de cada BF (ZOL, PAM, ALE). Todos los BFs
disminuyeron la produccién de colageno y la proliferaciéon celular in vitro. Los
osteoblastos y las células de sarcoma bajo PAM o tratamiento con ZOL a
concentraciones 5uM entraron en apoptosis. ZOL fue elcomponente con mayor efecto

inhibitorio en la proliferacion celular y en la produccion de coldgeno (Acil, 2012).

Nuestros resultados confirman que las PDLSCs fueron mas sensibles a ZA que
BMMSCs. Estos resultados podrian explicar la relacion entre la enfermedad

periodontal y la existencia de OMN (Thumbigere 2014, Li 2014).

Por otro lado, la melatonina es una hormona que presenta propiedades citoprotectoras
(Vinther, 2015), antioxidantes y anti-inflamatorias (Sanchez, 2015), funciona como un

inmunomodulador (Mehta, 2014), y estimula el metabolismo 6seo (Litovka, 2104).

En la cavidad oral, la melatonina (MEL) se ha propuesto como un agente terapéutico
en los implantes dentales al acelerar su osteointegracion por su efecto osteoinductor
(Cutando, 2008) y en las enfermedades periodontales (Almugrabi, 2013), debido a sus
propiedades antioxidantes y efectos antiinflamatorios, ya que las periodontitis y/o
gingivitis se ven agravadas por los radicales libres, y por la respuesta
inmunolégicafrente a los microorganismos de la placa. Otros investigadores,
realizaron un estudio in vitro que tuvo como objetivo investigar los efectos de la MEL
humana en fibroblastos para su uso en aplicaciones periodontales. Se evalud la
viabilidad celular, la expresidon génica, la produccion de colageno, la cicatrizaciéon de
heridas y funciéon de las metaloproteinasas. La MEL mostrds efectos bioldgicos

prometedores al aumentar la produccion de colageno entre otros. Estos resultados
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sugieren que MEL podria contribuir a proteger y recuperar la integridad de los tejidos
gingivales, por lo tanto, presentan un uso potencial para el tratamiento de la
enfermedad periodontal o para mejorar la integracién de los tejidos blandos de los
pilares protéticos de los implantes dentales (Gomez, 2013). En nuestro trabajo el efecto
de la MEL no tuvo efectos significativos en la proliferacion celular de la linea PDLSCs
a las 24, 48 y 72h. En cambio con la linea BMMSCs a las 72h se obtuvo una mayor
proliferacion que fue estadisticamente significativa con la concentracion de 100uM de

MEL (p<0.05).

La evidencia cientifica muestra que la melatonina modula la proliferacion de varios
tipos celulares. Segtn la linea celular, las condiciones de cultivo y las concentraciones
de melatonina, se han descrito diferentes efectos (Fu, 2011). Otros autores, obtuvieron
que la melatonina estimula la proliferacién de osteoblastos humanos (Satomura, 2007).
En contraste, Liu y cols., mostraron que la melatonina suprime la proliferacion de las
células de papila dental (APCs) de una manera dependiente de la dosis, incluso a muy
baja concentracion, e inhibe la formacién de dentina. Esto indica que la melatonina
podria estar implicada en la regulacion de la proliferacion de APCs en su curso
fisiologico. Esta accion parece estar asociada con alteraciones en la funcion
mitocondrial . Estos resultados sugieren que la melatonina puede regular la formacién
de dentina y tejido dentario (Liu, 2013). En nuestro trabajo, en contraposicion con las
APCs, la melatonina aumento la proliferacion celular de forma significativa (p<0.05) en
las BMMSCs a concentraciones de 100uM mientras que no tuvo un efecto significativo

en las PDLSCs.
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La combinacién de la melatonina con células madre es un tema que despierta un gran
interés cientifico, pero que hasta la actualidad encontramos muy pocos articulos en la
literatura. Recientemente se ha publicado un estudio in vitro que combina la
melatonina con DPSCs para investigar la accion de la MEL sobre la diferenciacion
hepatica en ratones con fibrosis hepatica. Los efectos terapetticos in vivo se evaluaron
por analisis histopatologico y pruebas de funcion hepatica, incluyendo la medicion de
la transaminasa alanina, aspartato aminotransferasa, y los niveles de amoniaco. La
combinacion de melatonina y DPSCs suprimié de forma significativa la fibrosis
hepatica. Por primera vez, este estudio demuestra que la melatonina promueve
ladiferenciacion hepatica de DPSCs mediante la modulacion de la proteina
morfogenética Osea que se ve aumentada, la melatonina p38 activada, la sefial
extracelular-quinasaregulada y el factor nuclear JB ( NF-JB). El tratamiento combinado
de DPSCs con la melatonina podria ser un enfoque viable para el tratamiento de la

cirrosis hepatica (Cho, 2015).

En nuestro estudio in vitro, el efecto citoprotector de la melatonina se confirmo en los
cultivos de PDLSCs y BMMSCs tratados con ZA. Este efecto resultd diferente segtin el
tipo de MSC tratadas con ZA. En el caso de las BMMSCs, dosis de 100 a 300 uM de
melatonina fueron suficientes para disminuir el ndmero de células BMMSCs
apoptoticas o aumentar su proliferacion hasta cantidades de 3 puM ZA, en cambio en
las PDLSCs se necesitaron dosis 2300 microM de la melatonina en concentraciones de

hasta 5 uM ZA para aumentar su proliferacion.

Son varios los autores, que en la busqueda de encontrar algiin tratamiento que frene el

efecto de los bifosfonatos, han probado diferentes alternativas terapéuticas tanto in
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vitro como in vivo, como en el caso de Anitua y cols.,, que evaluaronmediante un
estudio in vitro, el papel de diferentes concentraciones de ZA sobre las células de la
cavidad oral humana, asi como el potencialdel plasma rico en factores de crecimiento
(PRGF), para superar los efectos negativos de este BF. Para ello se utilizaron
fibroblastos gingivales humanos y osteoblastos alveolares humanos. La proliferacion
celular se evalu6 por medio de un método basado en fluorescencia. ZA tuvo un efecto
citotoxico en ambas células. Sin embargo, la adicion de PRGF suprimié todos los
efectos negativos del ZA. El PRGF muestra un papel citoprotector contra los efectos
negativos de ZA sobre las células primarias orales. En la actualidad, no existe un
tratamiento definitivo para la osteonecrosis mandibular secundaria a medicamentos
antirresortivos, siendo fundamentalmente paliativos. Estos resultados revelaron que
PRGF tiene un papel beneficioso en las células expuestas al acido zoledronico (Anitua,
2015). A pesar de los efectos toxicos de este BF, el ZA induce la formacién de hueso
por lo que se requieren otros medicamentos con funcién citoprotectora que puedan ser
administrados de forma concomitante al tratamiento con el fin de reducir estos
efectos secundarios. En nuestro estudio, la presencia de melatonina también hizo que
la citotoxicidad del ZA fuera menor tanto en las BMMSCs como en las PDLSCs,

constituyendo otro posible agente citoprotector en la terapia de dicha patologia.

Encontramos en la literatura un estudio parecido al nuestro en cuanto a metodologia,
en el que los autores combinaron el Dexrazoxano (otro farmaco citoprotector) con
osteoblastos y fibroblastos tratados con ZA. El analisis de MTT mostré una actividad
significativamente mayor en las células tratadas con ZA y dexrazoxano en

comparacion con las tratadas solo con ZA (Draenert, 2012).
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Barba-Recreo y cols., estudiaron la aplicacion local de diferentes combinaciones de
células madre derivadas de tejido adiposo (ASC) con o sin estimulacion previa con la
proteina morfogenética dsea 2 (BMP-2) y plasma rico en plaquetas (PRP) en ratas. El
objetivo fue comparar diferentes tratamientos potencialmente preventivos para la
aparicion de OMN después de extracciones dentales en ratas tratadas con acido
zoledronico (ZA). Cincuenta y seis ratas Wistar macho fueron tratadas con ZA durante
9 semanas. Las extracciones dentales se realizaron en la octava semana, y los animales
fueron divididos en 4 grupos. En el grupo 1 (n = 14), se realizo la cobertura alveolar con
colgajo mucoperidstico. En el grupo 2 (n = 14), PRP se aplicéd sobre los alveolos
postextraccion y se cerrd por primera intencion. En el grupo 3 (n = 15), se aplicaron y
ASCs alogénicas con PRP y cierre de la herida. En el grupo 4 (n = 13), los animales
fueron tratados con ASCs cultivadas con BMP-2, PRP, y cierre primario. Se realizaron
estudios histologicos, de fluorescencia, y radioldgico. Los animales tratados con ASC
mostraron una menor frecuencia de osteonecrosis (14% vs 50%, p = 0,007) y mayor
recambio dseo (p = 0,024) y el recuento de los osteoclastos (p = 0,045) que los que no
recibieron el tratamiento ASC. Los tratamientos basados en ASC parecen prevenir la
OMN con o sin PRP. La combinacién de ASC y PRP parece ser sinérgico, y la adicion
de BMP-2 podria mejorar atin mas los resultados (Barba- Recreo, 2015).

La posibilidad de usar la melatonina como agente citoprotector en combinacién con la
terapia de BFs podria representar una alternativa terapéutica prometedora para evitar
la ONM. Tanto como terapia preventiva de mantenimiento mientras el paciente esta
bajo tratamiento con BFs, como ante una situacion de riesgo de OMN, como seria tras

una extraccién dental.
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8. CONCLUSIONES

En funcion de los resultados que hemos obtenido en este ensayo in vitro que

constituye nuestra tesis doctoral, hemos obtenido las siguientes conclusiones:

1. Es posible establecer un cultivo primario de células madre procedentes

de la médula 6sea y ligamento periodontal.

2. Estas células presentan un perfil inmunofenotipico de tipo
mesenquimal.
3. El tratamiento con 4cido zolendrdnico provoca una disminucién de la

viabilidad celular en ambas lineas celulares, es decir, tanto en las BMMSCs
como en las PDLSCs, siendo estas tltimas mas sensibles al acido zolendrdénico

que las BMMSCs.

4. La melatonina no altera la proliferacion celular de PDLSCs y si
aumenta la proliferaciéon de las BMMSCs en concentraciones de 100uMa las

72h que resulta estadisticamente significativo.
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5. La melatonina presenta un efecto citoprotector en cultivos in vitro de
PDLSCs y BMMSCs tratados con acido zolendrdnico. Este efecto resultd
diferente segin las células madre tratadas con acido zolendrénico. En el caso
de las BMMSCs, a igual concentracion de ZA se necesitan dosis menores de
melatonina para inhibir el efecto citotoxico de ZA, en cambio con las PDLSCs
se necesitan dosis mayores de melatonina para conseguir efectos inhibitorio del

acido zolendrénico

6. Son necesarios estudios in vivo que ratifiquen lo obtenido en nuestros

ensayos in vitro. Nuestros resultados avalan la utilizaciéon de la melatonina con

la terapia de bifosfonatos como una alternativa terapettica para evitar la ONM.
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