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RESUMEN

RESUMEN

El presente estudio ha sido disefiado para comparar los niveles de una
serie de metales pesados (Al, Sb, As, Ba, Be, Bi, Cd, Pb, Hg, Pt, TI Th, U, Ni, Ag,
Sn, Ti) y/o de oligoelementos (Ca™, Mg™, Na*, K*, Cu™, Zn™", Mn**, Cr, V, Mo, B,
I, Li, P, Se, Sr, S, Fe*", Ge, Rb), en los pacientes portadores de implantes de
titanio y de amalgamas dentales (A+l, media: 15 afios en boca, n=34) frente a sus
respectivos niveles detectados en aquellos portadores Unicamente de amalgamas
dentales (A, n=27) y también en controles sanos (sin amalgamas y sin implantes,
n=13). Dichos metales pesados/oligoelementos han sido medidos en pelo por
espectrometria de masas (ICP-MS) y expresados como pug/g de pelo (media del

grupo en cuestion + error estandar de la media: S.E.M. del inglés).

Por otra parte, hemos analizado los niveles sistémicos de citoquinas
proinflamatorias (IL-1B y MCP-1) por la técnica de ELISA y los niveles de
Glutation (GSH; forma reducida) y de malonaldehido sistémico (MDA: indice de
peroxidacion lipidica) por técnicas colorimétricas, al ser considerados marcadores

de estrés oxidativo.

Los datos indican bajos niveles de selenio (Se) junto a los reducidos ratios
de Se/Ag como de Se/Hg evidenciados en los pacientes con implantes de titanio y
amalgamas dentales (A+l), frente a portadores Unicamente de amalgamas
dentales (A). Ademds, los pacientes con implantes y amalgamas mostraban
diferencias significativas relativas a los niveles de magnesio (Mg*"), sodio (Na*) y
potasio (K"). Dado que los niveles de glutation reducido (GSH) disminuyen y
aumentan significativamente tanto los de citoquinas proinflamatorias (IL-13, MCP-
1) como los de Malonaldehido (MDA) sistémicos en pacientes con implantes de
titanio y amalgamas frente a sus portadores de amalgamas dentales, sugerimos

que el grupo (A+l) es mas susceptible a la inflamacion y al estrés oxidativo.

Como ademas sus niveles de plata (Ag) en (A+l) aumentan
significativamente en comparacion al grupo Unicamente con amalgamas dentales,
sugerimos que la plata podria migrar a érganos distales. Los niveles de niquel (Ni)
y el oligoelemento cobalto (Co) también aumentan significativamente en el grupo
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(A+l), lo que podria incrementar los niveles de citoquinas proinflamatorias

indicadas frente a los portadores de amalgamas dentales (A).

Por otra parte, los niveles de los demas metales procedentes de las
amalgamas dentales (Hg, Sn, Zn"", Cu™) y de las aleaciones de los implantes de
titanio (Ti-6Al-4V) no difieren significativamente entre el grupo (A+l) en relacién al
grupo con amalgamas (A). En su conjunto, nuestros hallazgos indican que los
bajos ratios tanto de Se/Ag y Se/Hg evidenciados en los pacientes con implantes
dentales de titanio y amalgamas dentales (A+l) podrian predisponerles a un
mayor estrés metabolico e incluso conducir a ciertos déficits de oligoelementos.
De hecho, el grupo (A+l) tiene niveles significativamente més bajos de litio (Li) y
de rubidio (Rb) que sus respectivos portadores de amalgamas dentales (A).
Ademas, evidencian cambios significativos en los niveles de oligoelementos como
magnesio (Mg*™"), sodio (Na") y potasio (K*). También detectamos correlaciones
significativas entre los niveles de selenio, plata o mercurio con sus respectivos
ratios (Se/Ag, Se/Hg) en el grupo (A+l). Sin embargo, no es posible establecer
una relacion causa-efecto directa entre el aumento de los niveles de plata (Ag) y
la deficiencia de selenio (Se) detectada en aquellos con implantes de titanio y

amalgamas dentales.

Finalmente, los niveles de Bario (Ba) aumentan significativamente en
aguellos pacientes con implantes de titanio y amalgamas dentales (A+l) frente a
sus respectivos portadores de amalgamas dentales (A). Los niveles de otros
metales pesados y oligoelementos analizados también en el presente estudio no

difieren significativamente entre el grupo (A+l) y el grupo con amalgamas dentales

(A).

B José Marfa Parmigiani lzquierdo
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ABSTRACT

The present study have been designed to whether levels of a plethora of
heavy metals and/or oligoelements could differ among patients who have long-
term dental titanium implants and amalgams (n=34), and those with long-term
dental amalgams only (n=27) and controls (n=13, without long-term titanium
implants and dental amalgams), respectively. These dental biomaterials are
present in their mouth during at least 10 years (average: 15 years). We have
compared a plethora of heavy metals and/or among these experimental groups by
Inductible Couple Mass Spectrometry (ICP-MS) in hair's samples and all results
were expressed as ug/g of hair [metals: Al, Sb, As, Ba, Be, Bi, Cd, Pb, Hg, Pt, TI,
Th, U, Ni, Ag, Sn, Ti; oligoelements (Ca**, Mg**, Na*, K*, Cu*™, zn"", Mn**, Cr, V,
Mo, B, |, Li, P, Se, Sr, S, Fe™*, Ge, Rb)]. In addition, we have compared their
systemic IL-18 and MCP-1 proinflammatory cytokine levels by ELISA. We also
determined the serum levels of Glutathione (reduced form: GSH) and
Malonaldehide (MDA) levels by colorimetric assays among these experimental
groups. These biomarkers are mediators of oxidative stress and inflammation,

respectively.

We have detected low selenium levels as well as reduced Se/Ag and
decreased Se/Hg ratios among patients with long-term dental implants and
amalgams (A+l) as compare to patients with long-term dental amalgams only (A);
In addition, they (A+l) have significant changes on magnesium (Mg**), sodium
(Na") and potassium (K") levels. These Glutathione levels (GSH: reduced form)
were lower in patients with long-term dental titanium implants and amalgams (A+l)
and they have higher their systemic MDA (Malonaldehide) and proinflammatory IL-
18 and MCP-1 (Macrophage Colony Protein-1) levels than patients with long-term
dental amalgams only (A). These features suggest they (A+l group) are more

susceptible to inflammation and oxidative stress than patients with amalgams only

(A).

As higher Silver (Ag) levels were found among patients with long-term

titanium implants and amalgams (A+l) as compare to patients with amalgams only
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(A), we suggest that silver could migrate to distal organs. In addition, other heavy
metal such as nickel (Ni) together the oligoelements cobalt (Co) were higher
among patients with (A+l), which could rise proinflammatory cytokine levels as

compare to those with long-term dental amalgams only (A).

However, other metals detected from dental amalgams (Hg, Sn, Zn**, Cu™)
or implant alloys (Ti-6Al-4V) did not significantly differed among (A+l) vs (A)
groups. Collectively, our finding suggest that lower Se/Ag and Se/Hg ratios found
among patients who have long-term titanium implants and dental amalgam could
predispose them to oxidative stress. In fact, they have (A+l) group lower lithium
(Li) and rubidium (Rb) levels than patients with long-term dental amalgams only
(A). In addition, they (A+l) have changes on magnesium (Mg™™), sodium (Na*) and
potassium (K") levels. We also detected correlations among selenium, silver or
mercury levels and their ratios (Se/Ag and Se/Hg) in (A+l) group. However, the
causal relationship was not established between exposure to silver (Ag) and low
detected selenium (Ag) levels in patients with long-term dental implants and

amalgams.

Levels of barium (Ba) were higher among patients with long-term dental
titanium implants and amalgams (A+l) than reached values by patients with long-
term dental amalgams only (A). Finally, several heavy metals and oligoelements
analyzed in the present study did not significantly differed among experimental

groups.

B José Maria Parmigiani Izquierdo
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INTRODUCCION

1 INTRODUCCION

1.1 METALES Y ALEACIONES DE USO ODONTOLOGICO

Los metales y aleaciones son habitualmente utilizados en odontologia en
una gran variedad de aplicaciones como la fabricacién de protesis removible,
prétesis fija, en ortodoncia, en implantologia y en restauraciones directas de los
dientes como las amalgamas dentales o restauraciones indirectas como las
incrustaciones (Craig, 1998). Los mas comunmente usados son: oro, niquel,
cobalto, cromo, aluminio, titanio, hierro, paladio, platino, plata, osmio, cobre, cinc,
indio, berilio, estafio, cobre y zirconio (Nacional Institute of Dental Research,
1984) .

La mayoria de los metales provienen de los minerales. Un mineral es un
material que se halla en forma natural y del cual pueden extraerse uno o mas

metales para su utilizacion (Raimond y Williams, 2003).

Los elementos metalicos se pueden combinar entre si y con otros
elementos para formar compuestos, disoluciones o mezclas. Una mezcla de dos o
mas metales o de un metal y ciertos elementos no metalicos como el carbono, se
denomina aleacion (Anusavice, 1998; Craig, 1998). Las aleaciones de mercurio
con otros elementos metalicos son conocidas como amalgamas (Phillips RW.,
1973).

El conocimiento de las propiedades fisicas y quimicas de los metales y
aleaciones que se utilizan en odontologia es una necesidad para los
profesionales. La seleccion de una aleacion metalica dependera de su
comportamiento mecanico, electroquimico, biolégico y de aplicacion o funcién
clinica. Cada aleacion metélica tiene propiedades diferentes como resistencia,
dureza, moédulo elastico, tamafio del grano, corrosion, coeficiente de expansion

térmica, 6xido y color (Macchi, 2002).
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Estas propiedades dependen de la cantidad y composicion de cada
componente en la aleacion final y es un factor importante en su comportamiento
fisico, quimico y biomecanico (Wataha, 2000a). Varias de las aleaciones que se
utilizan en odontologia contienen al menos tres metales y una gran mayoria se

componen de hasta cinco o mas de ellos en su compaosicion.

Desde principios del 1800 se han utilizado distintos materiales para la
fabricacion de restauraciones dentales con el fin de reponer el tejido dentario
perdido y mejorar la funcidn masticatoria. Antiguamente se elegian aleaciones
nobles (oro-platino, oro-paladio) para la confeccion de incrustaciones y bases de
coronas de porcelana, por sus mejores propiedades mecanicas (en comparacion

con las aleaciones muy nobles) (Macchi, 2002).

Mas de un 95% de las protesis colocadas en Estados Unidos contenian un
75% de su peso en oro y el otro 25% eran otros metales nobles. A comienzo de
los afios setenta el precio del oro subié y aumento el interés por desarrollar otras
aleaciones de metal base (Marzonk, 1991), con el objeto de reducir el precio de
las restauraciones dentales coladas y de los aparatos/materiales usados en

odontologia (Matasa, 1996).

Figura 1: Metales base y nobles utilizados en aleaciones en Odontologia.

Metales base utilizados Metales nobles utilizados

en aleaciones en aleaciones

/cobalto niquel \

cromo  plata paladio iridio

oro platino

cobre zinc

Kindio titanio /

rutenio osmio
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Las aleaciones de metal base estan compuestas de metales no preciosos
(Anthony y cols., 1991). Dichas aleaciones son también Illamadas como

aleaciones alternativas (Bezzon y cols., 1998).

Dentro de las aleaciones de metal base existen 3 categorias: niquel-cromo,
cromo-cobalto y titanio (Wataha, 2000b). A estas aleaciones se les adicionan
otros elementos para mejorar sus propiedades fisicas y quimicas, como boro,
carbono, cobre, cerio, galio, silicio, estafio, manganeso, titanio, zirconio, hierro,
niobio (Council on Dental Materials, 1985). Las aleaciones mas comunmente
usadas para la confeccion de prétesis parcial removible y estructuras de proétesis
son: Ni-Cr-Co y Cr-Co (Nielsen y Tuccillo, 1966; NaBadalung y cols., 1998;

Ohkubo y cols., 2000) por su alta solidez, resistencia a la corrosion y bajo costo.

Las aleaciones de metal base tienen conductividad térmica menor que las
aleaciones de metales nobles, aunque no hay diferencia significativa en la
incidencia del frio y el calor en el paciente (Moffa y cols., 1984).

Las aleaciones de cromo-cobalto son las mas usadas en la actualidad
como base de coronas metal-cerAmica, aditamentos de implantes dentales,
estructuras de protesis hibridas y barras de fijacion a implantes dentales. Ello, se
debe a su baja densidad (Nielsen y Tuccillo, 1966), bajo costo, alto modulo de
elasticidad (rigidez) y resistencia a la rotura (Preston y Berger, 1977). Por el
contrario su dureza y rigidez dificulta su manipulacion y confeccion, si bien, en la

actualidad el método CAD-CAM ha mejorado la manipulacion, pasividad y ajuste.

La seleccidn y utilidad de una aleacion deben estar basada en propiedades
quimica, fisica, corrosién y biocompatibilidad (Oruc y Tulunoglu, 2000), como
también en apreciaciones econdmicas, ademés debe guardar relacion con el
objetivo clinico deseado (Bertolotti, 1984; Morris, 1987).

Segun la Asociacion Dental Americana (ADA), los metales utilizados en

odontologia se clasifican: en aleaciones altamente nobles, con 60% o mas de su
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contenido en algun metal noble como oro, platino o paladio entre otros, y titanio o
aleaciones de titanio con un contenido igual o mayor del 85% de este metal;
aleaciones nobles con una proporcion igual o mayor al 25% de metales nobles y
aleaciones con predominio de materiales base en el que el metal noble esta

presente en menos del 25%.

De acuerdo a lo anteriormente mencionado, no es dificil encontrar en los
tratamientos odontologicos multidisciplinarios, el uso combinado de aleaciones
metalicas en forma de protesis estomatologicas (puentes, coronas, implantes,
etc.), obturaciones de amalgamas dentales (aleacién de Hg, Ag, Sn, Cu™, Zn™),
aleaciones presentes en el tratamiento de ortodoncia, que conducen a todo ese
material inmerso en el medio bucal, a un potencial riesgo de corrosion como viene

descrito en la literatura (Barret y cols., 1993; Lim y cols., 2003).

Ademas, las propiedades i6nicas, térmicas, microbiolégicas y enzimaticas
presentes en el medio oral, actuando juntas, podrian desencadenar una
degradacion de los metales que componen la aleacidon y en consecuencia se
deberia de admitir que el paciente estaria sujeto a sufrir algun grado de
exposicidbn a los productos de corrosion de estas aleaciones (Mikulewicz y
Chojnacka, 2011).

1.2 OXIDACION Y CORROSION GALVANICA DE LOS METALES

Cuando se utilizan materiales metalicos no solamente se deben tener en
cuenta sus propiedades fisicas y mecanicas en boca, sino también su posible
reactividad con el medio en el que van a actuar. Los metales pueden sufrir un
dafio quimico o electroquimico; un dafio quimico es la oxidacién que sufre un
metal en un medio que contiene oxigeno. La oxidacién es la pérdida de electrones
y depende de la facilidad con que el atomo metalico puede perder electrones
(Macchi, 2002).
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Metales alcalinos como el sodio, el potasio, el calcio se oxidan con
facilidad. No asi los metales nobles como el oro y los del grupo de platino (platino,
paladio, iridio, rodio, osmio, ruterio) que mantienen firmemente sus electrones
(Peyton y Craig, 1974).

Este tipo de corrosion por oxidacion, representa una combinacién de
mecanismos de oxidacion y de solubilizacion. La velocidad de corrosién depende
de la facilidad con que el metal pierde sus electrones y del tipo de liquido en que
esté sumergido. En soluciones acidas y pH acido, se acelera la corrosion. Al
interactuar dos metales, la produccion de iones y electrones sumergidos en una
solucién, crea un potencial eléctrico. EI metal que tiene mayor potencial de
electrodo actuaria como anodo, mientras el otro lo hace como catodo. Asi como el
anodo se corroe, el metal que actia como catodo puede cubrirse con productos

de reaccion con aniones y pigmentarse (Macchi, 2002).

La liberacion de iones metdlicos puede producir diferentes tipos de
toxicidad y reacciones adversas al incorporarse al organismo (Case y cols., 1994;
Frisken, 2002). Multiples estudios evidencian las reacciones organicas al emplear
aleaciones metélicas en medios agresivos como lo es la cavidad oral (Barret y
cols., 1993; Hwang y cols., 2001). De hecho, factores que contribuyen a las
condiciones &acidas son las bebidas carbonatadas y productos que contienen
fluoruro, tales como pastas de dientes y enjuagues bucales. El fluoruro aumenta
la susceptibilidad a la corrosion de algunos metales, especialmente de titanio
(Golvano y cols., 2015).

Algunas aleaciones de metales no nobles pueden emplearse en el medio
bucal, previamente pasada por el fendmeno de pasivacion, en combinacion con
algunos metales como el cromo, es capaz de formar una capa de Oxido
pasivadora. También lo hacen el aluminio y el titanio (Macchi, 2002; Sedarat y
cols., 2001).
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1.3 ELEMENTO QUIMICO: METALES Y OLIGOELEMENTOS

Un elemento quimico es un tipo de materia, constituida por atomos de la
misma clase, con un numero determinado de protones en su nucleo.
Tradicionalmente en principio se define, como aquella sustancia que no puede ser

descompuesta mediante una reaccion quimica en otras mas simples.

La primera clasificacion de elementos quimicos fue propuesta por Antonio
Lavoiser en 1789 quién propuso que los elementos se clasificaran en: metales, no
metales y metaloides 0 metales de transicidbn. Aunque muy practico y todavia
funcional en la tabla periddica actual, no es aceptada en profundidad, debido a

que presenta varias diferencias en las propiedades fisicas y quimicas.

Los elementos se encuentran clasificados en la que se denomina “Tabla
Periodica”, que es una forma ordenada siguiendo diversos criterios que distribuye
los elementos quimicos conforme a ciertas caracteristicas como, su peso atémico,

estableciendo mas de 118 elementos conocidos.

Por otra parte, algunos elementos se han encontrado en la naturaleza,
formando parte de sustancias simples o compuestos quimicos. Otros han sido
creados artificialmente en los aceleradores de particulas o en reactores atomicos,

son inestables y solo existen durante milésimas de segundo.

Dmitri Mendeléyev public6 en 1869, la primera versibn de la Tabla
Periodica que fue ampliamente reconocida, que viene siendo desde entonces
ampliada y mejorada con el descubrimiento o sintesis de elementos nuevos y el
desarrollo de nuevos modelos tedricos para explicar el comportamiento quimico.
De hecho, el ordenamiento en la tabla periddica, los elementos de un grupo
poseen configuraciones electronicas similares y la misma valencia, entendida

como el numero de electrones en la Ultima capa.

Dado que las propiedades quimicas dependen profundamente de las
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interacciones de los electrones que estan ubicados en los niveles mas externos,
los elementos de un mismo grupo tienen propiedades quimicas similares y

muestran una tendencia clara en sus propiedades al aumentar el nimero atémico.

La Tabla Periddica moderna, es la que se presenta vigente en la
actualidad, en la cual, ademés existen otras versiones de acuerdo a diferentes
propiedades y segun el uso que se le quiera dar para su comprension didactica
(en geologia, medicina, etc). A continuacion se detallan los elementos conocidos,

ordenados por su numero atémico.

Figura 2: Tabla periédica de Mendeléyev

Tabla periédica de los elementos®
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Bloque 3 d p
1 Periodo 'El helio pertenece al blogue s
1 2
' H He'
4 5 6 7 /8 9 10
2 . Be B C N O F Ne
12 13 [14 (15 16 17 18
3 . Mg Al Si P S C Ar
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
4 . Ca S¢c Ti V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga Ge As Se Br Kr
38 (39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 |51 |52 53 54
s . Sr Y Zr Nb Mo Tc Ru Rh Pd Ag Cd In Sn Sb Te | Xe
56 5771 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 8 83 84 85 86
6 . Ba * Hf Ta W Re Os Ir Pt Au Hg TI Pb Bi Po At Rn
, Iaa ;2 104 (105 106 107 (108 (109 110 111 112 113 114 115 116 117 118
Ra ,, Rf Db Sg Bh Hs Mt Ds Rg Cn Nh FI Me Lv Ts Og

Bloque f d

58 59 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70 71
Ce Pr Nd Pm Sm Eu Gd Tb Dy Ho Er Tm Yb Lu

i 57
* Lantanidos La
89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 100 101 102 103
Ac

™ Actinidos Th Pa U Np Pu Am Cm Bk Cf Es Fm Md No Lr
femia Estado de ac_:fregacién de Ia’materia a (_]"C y 1 atm
(Segln el color del nimero atdmico)
1 = Numero atémico Rojo Azul Negro Gris
H < Simbolo quimico Gaseoso Liquido Sélido Desconocido
Categorias (segun el color de fondo)
Metales No metales
- Alcalino- Lantanidos Metalesde Otros  Metaloides Otros no Hslisciarics Gases
térreos Actinidos transicion metales metales nobles

José Marifa Parmigiani lzquierdo n 9




INTRODUCCION

1.3.1 Oligoelementos

El termino oligoelemento proviene del griego - oligos - (pequefio, poca
cantidad) y - elemento - (cuerpo simple que no permite dividir en otro mas simple).
Se considera oligoelemento o elemento traza cuando su concentracion es menor

de 0,01% del peso total humano.

Desde un punto de vista biologico, los elementos quimicos pueden

clasificarse como: nutrientes, toxicos y contaminantes.

Las caracteristicas del elemento para ser considerado Nutriente Esencial son:

- Estar presente en todo organismo sano
- Estar en concentracion relativamente constante entre las especies
- Su exclusién provoca alguna anormalidad biolégica que se corrige con su

aporte.

Los oligoelementos esenciales son requeridos para el mantenimiento de la
salud, su déficit o aumento, puede causar la muerte o una grave disfuncion. Estan

presentes en una concentracion mas o menos constante en el cuerpo.

Son esenciales porque un aporte insuficiente provoca una disminucion de
la funcion del organismo. El restablecimiento de los niveles, hace desaparecer la
disfuncion. Desde 1989 por ejemplo se considera el cobalto (Co) como
oligoelemento esencial (Marco, 2003).

Por otro lado, todavia en la actualidad tenemos oligoelementos esenciales
gue no se conocen en profundidad, pero son calificados como esenciales debido
a que la experimentacion ha demostrado que si hay una carencia total de estos
oligoelementos podria producir alteraciones metabdlicas graves. A su vez, estos
elementos de la Tabla Periodica pueden ser divididos en Macro y Micronutrientes
(Bertello, 2015).
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» Macronutrientes: se encuentran en cantidades elevadas siendo
suficientemente estudiados y bien conocida su actividad y metabolismo,
ellos son: hidrégeno (H), carbono (C), nitrdgeno (N), oxigeno (O), sodio
(Na"), potasio (K"), magnesio (Mg"™), calcio (Ca™™), fésforo (P), azufre
(S), cloro (Cl), zinc (Zn™™).

» Micronutrientes: los restantes solo dos son del grupo principal: el
selenio (Se) y el yodo (1), el resto son metales de transicion: manganeso
(Mn™™), cobre (Cu™), cobalto (Co), niquel (Ni), molibdeno (Mo). La
funcién de estos elementos se estan dilucidando con rapidez, en base a
datos sobre su distribucion, concentracion, defecto o exceso en el
organismo. Otro grupo llamado “Beneficioso” cuyas carencias producen
falencias organicas como: cromo (Cr), rubidio (Ru), vanadio (V), silicio
(Si), estafio (Sn), fldor (F), bromo (Br). Estudios sucesivos han puesto
de manifiesto la existencia de estos elementos, pero estan limitados por
técnicas analiticas y otros siguen en la lista como proximos candidatos

de estudio.

Los elementos considerados no esenciales son oligoelementos que estan
presentes en el organismo, pero se cree que de forma provisional, en transito o
contaminantes, que han sido hallados en tejidos, en muy baja concentracion, no
tienen una funcion probada o determinada, por tanto, se desconoce.

Todos los oligoelementos en funcién de su concentracion pueden curar o
ser toxicos segun la concentracion. Su déficit producira patologias dificilmente
soportables, pero nunca llevaran a la muerte si no son los esenciales. Un efecto

toxico se define como un efecto adverso para la salud.

Por otra parte, asi como los oligoelementos esenciales son indispensables
para la vida como el zinc, hierro, iodo, cobre, cromo, selenio, molibdeno, algunos
elementos esenciales como el selenio, dependiendo de su concentracion, pueden
presentarse como beneficiosos 0 toxicos. Son indispensables para el buen

metabolismo celular y para todos los fendmenos fisioldgicos, aunque tal vez alguin
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dia, algunos oligoelementos no esenciales, puedan ser oligoelementos
esenciales. No por ser esenciales, son siempre buenos, depende como siempre,
de la cantidad. Como refleja la frase de Paracelso “Nada es veneno, todo es

veneno, la diferencia esta en la dosis”.

Sin embargo, el sentido de toxicidad actualmente excede los limites de la
toxicologia clasica, debido al hallazgo de acciones cronicas a dosis muy inferiores
a las admitidas clasicamente, y que dan origen a fenOmenos de genotoxicidad,
teratotoxicidad, neurotoxicidad, y mas recientemente han aparecido los efectos

debidos al tamafio de las particulas, dando origen a la nanotoxicologia.

La nanotoxicologia estudia la toxicidad y los efectos potenciales sobre el

medio ambiente y la salud humana de las particulas con tamafio hanometrico.

En la actualidad, existe una gran relevancia por desarrollar nuevas terapias
para combatir los microorganismos patdégenos, por ejemplo, con nanomateriales
con propiedades microbicidas. Sin embargo, los cientificos reconocen que las
particulas al ser tan pequefias (1 a 100 nandémetro) no es facil realizar estudios
pormenorizados y mucho menos preveer como se comportaran en el tiempo

(Savery y cols., 2017; Jiang y cols., 2017).

Mientras que la propagacion de las nanoparticulas (NPs) fue muy rapida, la

investigacion sobre sus efectos en el organismo, apenas se conoce.

1.3.2 Metabolismo de los oligoelementos
El metabolismo de los oligoelementos consta de 4 fases:
A. Absorcidén: La absorcion de los oligoelementos se realiza en el intestino,

se fijan a moléculas de transporte como son las vitaminas, proteinas,

aminoacidos, etc.
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Después de la absorcion son vehiculizados por la sangre, posteriormente
son almacenados en diferentes 6rganos y eliminados a través de orina, bilis,
sudor. El paso de los oligoelementos por el tubo digestivo al interior se realiza de

varias formas:

» Transporte pasivo: se trata del paso a través de la mucosa sin necesidad
de energia. Algunos oligoelementos tienen un lugar de paso a través de la
mucosa (especifico a hierro a nivel del duodeno).

» Transporte activo: cuando el oligoelemento tiene la necesidad de fijarse a

una proteina y necesita de energia para conseguir el paso.

El buen estado del sistema digestivo es necesario para permitir el paso de
los oligoelementos a través de la mucosa, cualquier alteracion fisioldégica podria

perturbar dicho paso.

Los oligoelementos estan presentes en los alimentos en forma de sales
minerales o de complejos organicos (vitaminas, proteinas, aminoacidos). En el
estdbmago se produce una hidrélisis acida que disocia el metal de su componente,
se vuelve soluble y asimilable. Recién hidrolizado, la absorcion se realiza en el

intestino delgado.

B. Transporte sanguineo: una vez en el torrente sanguineo, el oligoelemento
se fija a proteinas de transporte, aminoacidos, vitaminas, albuminas y otras

proteinas de transporte especifico.

C. Distribucion: a través del torrente sanguineo se distribuye por el
organismo; esta distribucion no es igual en todo el organismo. Los oligoelementos
se encuentran en concentraciones variables segun 6rganos, tejidos y funcion.
Ejemplo: el iodo se acumula en la tiroides. El hierro se acumula en el higado,
bazo y médula 6sea. El zinc se acumula en los ojos, piel, leucocitos, eritrocitos,
hay tres veces mas en los 0jos que en eritrocitos.

A nivel celular tenemos la misma disparidad. El hierro se acumula en las
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mitocondrias peroxisomas. El cobre y manganeso en las mitocondrias y el zinc se

acumula en el citosol.

Se disponen en complejos moleculares de almacenamiento: la ferritina y
hemosiderina para el hierro. La albumina y macroglobulina o para el zinc. La
ceruloplasmina para el cobre. La globulinas o y B, y ciertas lipoproteinas para
selenio. En este almacenamiento hay un numero complejo que tiene actividad
enzimatica, por ejemplo, el zinc, al que se le conocen mas de 300 enzimas
especificas, es necesario junto al cobre para la actividad enzimatica de la enzima

detoxificante SOD-1 (Superoxido-Dismutasa 1).

D. Homeostasis: los oligoelementos representan en el organismo un
modelo homeostéatico. Hay un fendmeno de absorcién y de eliminacion de los
oligoelementos a través de: la piel, el sudor (cromo, cobre, zinc, selenio), los
rifones: orina (cromo, cobre, selenio, molibdeno), la bilis (cobre, hierro,
manganeso, vanadio, zinc, estafio, niquel). La homeostasis, esta asegurada por
una regulacién, es decir por la absorcion intestinal y la eliminacién a través de los
emuntorios. Hay una influencia hormonal, lo que explica que para los

oligoelementos hay ciclos nictemerales en la homeostasis.

1.3.3 Funcion biolégicay modo de accién de los oligoelementos

Los oligoelementos tienen cuatro funciones mayores:

1
2
3
4
5

Funcion estabilizadora

Funcién estructural de los tejidos

Funcién hormonal

Cofactor enzimatico

Regulacion genética
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1.3.3.1 Funcidn estabilizadora

Estabilizan las estructuras de las metaloproteinas complejas. Ejemplo: el
hierro que contiene el grupo hemo estabiliza la hemoglobina, es un elemento
estabilizante. Para estabilizar la vitamina B12, tenemos el cobalto.

Las metaloproteinas presentan dos subgrupos:

» Metaloproteinas, no enziméaticas: Se desconoce un valor enzimatico,
pero sirven para el transporte y el almacenamiento. (transcobalamina —
transferrina — ferritina- hemosiderina. El cobre y zinc son transportados por

la metalotioneinas).

» Metaloproteinas enziméaticas: Son vitales, si estan alteradas se produce
la muerte. Segun su funcién pueden ser:
Activas: participan en la catalisis.
Pasivas: son integrados en la proteina enzimatica, mantiene la estructura
espacial de la proteina, pero sin papel directo. En la pareja proteina
enzimatica: apoenzima y metal, su union no es muy fuerte, si se une hay

accion, si se separa desaparece la accion.

Poseen propiedades de complejos organicos: Especificidad variable (el zinc
puede ser reemplazado por el cobalto). La estabilidad depende del pH.

1.3.3.2 Funcion estructural de los tejidos

Contribuyen a la formacion de tejidos. Por ejemplo, para la formacién de
tejido conjuntivo necesitamos el silicio, para la estructura 0sea necesitamos
fosforo y estroncio.

1.3.3.3 Funcién hormonal

Un metal puede ser necesario para una enzima en la sintesis o catabolismo

de una hormona, por ejemplo el zinc para modular la accién de la alfa reductasa.
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Los oligoelementos pueden actuar de tres maneras en la funcion hormonal:

» Formacion de complejo intermediario: Expresion de sefiales hormonales: el
oligoelemento es parte integrante de la estructura y confiere a la estructura
una actividad biolégica especial. Dificilmente disociable, al contrario de las
metaloproteinas, tiene un papel funcional integrado en la estructura.

Participacion directa en la hormona (iodo en las hormonas tiroideas).

» Papel hormonal: el oligoelemento podra actuar como factor de enzimas en
la sintesis de moléculas hormonales. También puede actuar facilitando o
inhibiendo la fijacion de una hormona a su receptor, debido al

reconocimiento por su receptor.

» EIl metal puede participar o inhibir los movimientos de iones debido a una

hormona.

1.3.3.4 Cofactor enzimético

Hay muchas enzimas que usan los oligoelementos como cofactores. Son
activadores, activan la funcion enzimatica. Pueden presentar una funcion similar a
las vitaminas. Dependiendo de la enzima, los oligoelementos pueden tener un

papel catalitico, estructural y regulador (Marco, 2003).

Como cofactores, a nivel molecular y atomico, los metales tienen tres

funciones:

» Funcion estructural: Las proteinas tienen una estructura primaria,
secundaria, terciaria, cuaternaria. La terciaria, es fundamental para la
fraccion de la proteina o para la adaptacion de la proteina a un érgano. El
metal como cofactor induce a una estructura terciaria, pero también puede

romper esta estructura.
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» Funcion locus catalitico: existe como factor enzimatico en la coenzima
organica. El metal es atraido hacia el sustrato, se une intimamente a la
enzima, favorece la posicion del substrato con relacion a las enzimas, y

favorece una hidrolisis u otra accidén enzimatica.

» Captador o dador de electrones: participan en la reacciéon de oxido-
reduccion. Esta reaccién de oOxido-reduccion, es el sistema REDOX de

base.

1.3.3.5 Regulacion genética

Durante la sintesis del ARN intervienen el zinc, magnesio, manganeso y
cobalto, como también, el manganeso y el niguel intervienen en la sintesis del
acido-nucleico. A su vez un déficit de zinc puede actuar como teratégeno y
genotoxico, al igual que el plomo y el cadmio antagonizan el metabolismo del zinc
(Bertello, 2015). Incluso se ha descrito que el ADN de la Escherichia coli, contiene
zinc. También, se ha demostrado que para activar la enzima ADN polimerasa que
contiene zinc, se necesita magnesio 0 manganeso, que permiten la unién de los

substratos nucleoétidos trifosfatos a la enzima.

Cada funcion sera el origen de un trastorno particular, por ello, un déficit de
oligoelementos es capaz de modificar una estructura, a su vez alterar las
funciones, dara un defecto de estabilizacion, un defecto endocrino, un defecto
enzimatico. En la actualidad, el zinc esta relacionado con 20.000 genes (Marco
Chover, 2011).

1.4. METALES ODONTOLOGICOS

Por razones didacticas y un mejor seguimiento académico de la
informacion, hemos dividido los metales y oligoelementos en metales

odontoldgicos relacionados con las restauraciones de amalgamas dentales (Hg,
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Ag, Sn, Zn™", Cu™), aquellos presentes en implantes de titanio (Ti-6Al-4V) y
utilizados en prétesis dentales y dispositivos de ortodoncia (Ni, Cr, Co), aun
cuando los pacientes del presente estudio no llevan dispositivos de ortodoncia.
Ademas, hemos dividido conceptualmente los metales y oligoelementos en
aquellos relacionados con funciones metabdlicas (Se, Sr, Ca™", B, Mn*", Fe'", Ge,
I, P, Li, Rb, Na", K", Mg'™) como también, los metales relacionados con la
exposicién ambiental (Ba, Pb, Cd, Sb, As, Pt, Tl, Th, U).

Por otra parte, tomaremos en consideracion, el analisis de pelo del
laboratorio del Dr. DATA (USA), que presenta su propia clasificacion en el

Mineralograma como: Metales Toxicos - Elementos Esenciales y Otros

Por ello, los metales/oligolementos de este estudio, se agrupan en el

sentido expuesto en la figura 3.

Figura 3: Metales y Oligoelementos estudiados en la presente Tesis

Metales y Metales odontolégicos y \
oligoel_ementos oligoelementos
estudiados en Amalgamas (Hg, Ag, Sn, Zn**, Cu™)
ta Tesi .
e;(?ctoerz:s J Implantes dental (Ti, Al, V, Mo)
Protesis dental (Ni, Cr, Co)
. Oligoelementos con funciones
Metales y oligoelementos de
. . metabdlicas (Se, Sr, Ca’™, B, Mn™",
exposicién ambiental (Ba, Pb, Cd, . ! ( . .. "
Sb, As, Pt, TI, Th, U) Fe", Ge, I, P, Li, Rb, Na’, K', Mg"")
/

1.4.1 Amalgamas dentales (Hg, Ag, Sn, Zn™", Cu™)

La amalgama dental se ha utilizado por mas de 150 afios en

restauraciones dentales. En la actualidad se sigue utilizando, aunque en julio del
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2018 la Union Europea prohibird su uso en las restauraciones dentales de
denticién temporal, en menores de 15 afios, en mujeres embarazadas y periodos

de lactancia (Convencion de Minamata, Japén, 2013).

El mercurio (Hg: 50% en peso) y la plata (Ag: 41%) representan los
principales constituyentes de la amalgama dental y el estafio (Sn: 8%), junto al
Zn™" y Cu™" estan presente en menor cantidad. A continuacién, se describe
brevemente las implicaciones fisioldgicas que inducen los metales pesados de las

amalgamas dentales y/o implantes de titanio (Ti-6Al-4V).

1.4.1.1 Mercurio (Hg): absorcidon, acumulaciéon y eliminacién

El mercurio constituye el componente mayoritario de las amalgamas
dentales junto a la plata, y estafio, zinc, cobre, en menor proporcién. EI mercurio
es un metal pesado y téxico como el cadmio y el plomo. Se le considera un
metal pesado, algo que sucede cuando el elemento posee una densidad
relativamente alta y resulta toxico en cierta medida para los seres humanos. El
mercurio se usa en termémetros ya que su coeficiente de dilatacion es

practicamente constante.

El mercurio es ubicuo en la naturaleza. El (Hg) es absorbido usualmente
como metilmercurio, por algas al inicio de la cadena tréfica, que son consumidas
por peces y otros organismos del eslabén superior de la cadena tréfica. Los peces
absorben completamente el metilmercurio (lo eliminan en cantidades muy

pequefas).

El metilmercurio no se excreta al no ser soluble y se acumula
fundamentalmente en el tejido adiposo de organismos superiores en la cadena
trofica. De hecho, la bioacumulacion de mercurio por otros predadores contribuye
a la biomagnificacion de los niveles de mercurio. Como ejemplo, el arenque tiene

concentraciones de 0.01ppm de millén y el tibur6n blanco mayores de lppm
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(EPA). El selenio parece constituir un antidoto frente a los niveles de metales
pesados (Bjorklund, 2015) y la liberacibn de Hg en pacientes constituye el
principal factor asociado a las amalgamas dentales, de las que se discute su
bioseguridad (Homme y cols., 2014; Mutter, 2011).

El mercurio fundamentalmente existe en tres formas: inorganico, organico y
elemental o metalico. El mercurio inorganico puede ser téxico, ya que podria
causar problemas renales. La absorcion del mercurio depende del tipo de la forma

en que esté presente el compuesto, bien sea, organica o inorganica.

A temperatura ambiente en su forma elemental es metéalico (25°C), se
volatiliza y libera en forma de vapor de mercurio (Jallad y cols., 2015). Este hecho
ocurre especialmente cuando se produce la retirada de las amalgamas dentales.
El mercurio inorganico muestra una menor absorcion gastrointestinal (7%) en
humanos, frente al 75% de la via inhalatoria por parte del vapor de mercurio, que
practicamente no se absorbe a nivel intestinal (Jallad y cols., 2015).

Por ello, es importante controlar la liberacion de vapor de mercurio por la
via inhalatoria durante la eliminacion de la amalgama dental mediante un
protocolo de extraccion de amalgamas (Cabafa Mufioz y cols., 2015b), ya que la
mayor parte del mercurio metalico (elemental) podria acceder directamente al
sistema nervioso central por su caracter lipofilico y el alto porcentaje de acidos
grasos poliinsaturados del cerebro (Lohren y cols., 2015). De hecho, la propiedad
lipofilica le permite atravesar la membrana celular de los eritrocitos donde es
oxidado de Hg® a Hg"*, sin embargo el resultante no oxidado (Hg®) atraviesa la
barrera hematoencefélica, el cual es oxidado y retenido en el cerebro (Echeverria
y cols., 1998).

La principal absorcion (90-95%) del mercurio ingerido es en forma de metil-
mercurio y se acumula sobre todo en los rifilones (Park y cols., 2012). El mercurio

se transporta en plasma por proteinas como la albumina (Valko y cols., 2005).
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La absorcion del mercurio en su forma liquida es reducida en el tracto
gastrointestinal y el vapor de mercurio es absorbido y transportado en sangre a la
membrana de los alveolos pulmonares. Atraviesa la barrera hematoencefalica una
vez inhalado, produciendo neurotoxicidad (Roberts y Charlton, 2009). Finalmente,

el mercurio se excreta a través de las heces y de la orina (Scheuhammer, 1987).

La exposicion a mercurio puede ocasionar sintomatologia en humanos,
pero podrian pasar afios hasta que se manifiestan ciertos sintomas. Sin embargo,
la exposicion aguda a metil-mercurio podria producir sintomatologia en pacientes

como temblores (Clarkson y Magos, 2006).

El metil-mercurio podria alterar parametros bioquimicos en sangre como
las enzimas LDH (marcador de “"dafio”) (Morcillo y cols., 2016) reduciendo los
niveles de fésforo inorganico y de proteinas séricas. Ademas, el metil-mercurio
puede reducir la actividad de la enzima (AST), que compite con otros elementos
esenciales como el zinc o el calcio, entre otros (Bhasin y cols., 2014).

1.4.1.1.2 Mercurio en el ambito odontolégico

Existe amplia controversia sobre la toxicidad del mercurio en el ambito
odontologico y toxicolégico (Hommer y cols., 2014; Roberts y Charlton, 2009).
Parece ser que la exposicion diaria en humanos a mercurio es de 1lug/dia,
asociado a la inhalacion de vapor de mercurio y de 1ug/dia, asociado a la
ingestion de las formas idnicas de mercurio (Olsson y Bergman, 1992; Clarkson y
cols., 1988; Mackert, 1987). Ademas, cabe destacar que la exposicion a campos
electromagnéticos puede aumentar la liberacion de mercurio (Hg) procedente de
las amalgamas dentales (Mortazavi y Mortazavi, 2015)

En 1999, Ahlgwist y colaboradores encontraron una correlacion positiva en
suero entre los niveles de mercurio en sangre y el nimero de restauraciones de

amalgamas en boca, en un cohorte de 1462 pacientes (Ahlgwist y cols., 1999).
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Por otro lado, el mercurio puede provocar fallos renales, neurotoxicidad, alergias

entre otros procesos patolégicos en humanos (Roberts y Charlton, 2009).

Varios estudios han validado el analisis de mercurio en pelo por ICP-MS
como método de deteccion fiable y validable, sobre todo en casos de exposicion
ocupacional al mercurio en humanos (Li y cols., 2008; Li y Chai, 2008, Rajaee y
cols., 2015; Gul y cols., 2015).

Importancia de la determinacion de mercurio en pelo mediante

espectrometria de masas inducible (ICP-MS)

La determinacion del mercurio en orina (U-Hg) mide la exposicion aguda a
mercurio inorganico en humanos (Karimi y cols., 2015). Sin embargo, la fiabilidad
del pelo como indicador de los niveles de vapor de mercurio parece ser discutible.
La relacion entre niveles de mercurio total en pelo (T-Hg) y de mercurio inorganico
en orina (U-Hg), y entre los niveles de mercurio inorgénico (I-Hg) y el mercurio

total gaseoso en el aire ambiental parece clara.

A este respecto, los niveles de mercurio total en pelo podrian estar en
rangos de 1lug/g, pero estos niveles pueden estar significativamente
incrementados como consecuencia de la exposicidn ocupacional al mercurio en
trabajadores. El mercurio inhalado constituye la fraccion mayor (97.4%) en casos
de exposicidbn ocupacional al mercurio. De hecho, se ha propuesto que el
mercurio inorganico en pelo puede ser usado como una herramienta ocupacional

para la determinacion del vapor de mercurio.

Parece ser que la determinacion del mercurio en orina (U-Hg), mide la
exposicion al vapor de mercurio y podria ser indicativa de una posible
acumulacion en riidbn como de la excrecion de ciertas proteinas urinarias
(Barregard, 1993). De hecho, la Organizacion mundial de la salud indica que
existe una correlacion entre los niveles de mercurio en aire y en orina (Tsuji y
cols., 2003).
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Por otra parte, existe también correlacion entre los niveles de mercurio
inorganico en pelo (I-Hg) y los de orina (U-Hg). La determinacién de mercurio en
pelo podria ser tan valido como la determinacién de los niveles de mercurio
inorganico o de vapor de mercurio en casos de exposicion ocupacional al

mercurio en pacientes (Li y Chai, 2008).

Por otro lado, los niveles de mercurio en pelo estan 250 a 300 veces mas
concentrado que en plasma (WHO, 1990). Factores ambientales como el
consumo de pescado podrian interferir también con los niveles de mercurio en

pelo (Morrissette y cols., 2004; Peterson y cols., 2016).

El mercurio se incorpora al foliculo piloso en proporcion a su contenido en
sangre y una vez incorporado en pelo es estable en el tiempo (WHO, 1990). El
mercaptoetanol, presente en algunos champoos elimina el 30% del mercurio en
pelo por lo que se recomienda que no se lave el pelo el paciente durante la toma

del mismo para la determinacion de los niveles de mercurio.

Generalmente, el metil-mercurio corresponde al 80% del 98% del total
presente en poblaciones consumidoras de pescado contaminado con mercurio

(WHO, 1990; Dolbec y cols., 2001), que no es el caso en nuestro estudio.

La bioseguridad en la practica odontologica disminuye el riesgo toxico a la
exposicion del mercurio (Cabafia y cols., 2015b), y reduce la prevalencia de
niveles de mercurio en orina relacionado con alteraciones en el comportamiento,
producto de cambios moleculares en el sistema nervioso central (Echeverria y
cols., 1998).

El principal depésito del mercurio inorganico es el rifidn, y se excreta por la
orina y heces. Por ello, principalmente se considera el mercurio urinario (U-Hg) el
originado en los rifiones, como el principal biomarcador de exposicion a vapor de

mercurio (Geier y cols., 2011).
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1.4.1.2 Plata (Ag): absorcion, distribucién y acumulacion.

En principio no se ha demostrado su esencialidad y su concentracion en
suero es baja (menos de 1ug/L). La plata pura tiene la mayor conductividad

eléctrica y térmica de todos los metales, es ductil y maleable.

Por sus propiedades, presenta multiples aplicaciones. La capacidad
microbicida de la plata (Ag) es conocida desde hace siglos, de hecho, existen

antecedentes en la antigiiedad que se utilizaba (Ag) para potabilizar el agua.

La versatilidad de la plata (Ag) la hace presente en multiples formas: en
sales de (Ag), utilizada para el tratamiento de disfunciones mentales, epilepsia,
como agente antibacteriano topico y enfermedades infecciosas, al igual, en su
forma de proteinas coloidales, se presenta como complementos nutricionales en

tratamiento de una gran variedad de enfermedades.

Por otra parte, la plata (Ag) metalica, se utiliz6 en prétesis quirdrgicas y
férulas. Destaca en la industria de la joyeria, fotografia, textil entre otras multiples

aplicaciones (Drake y Hazelwood, 2005).

Los estudios existentes parecen demostrar que algunas formas de plata
son mas toxicas que otras, debido a sus diferencias en su comportamiento que
presentan las formas solubles e insolubles en el organismo. Los compuestos de
plata solubles son mas facilmente absorbidos que la plata metélica o insoluble. La
absorcién de plata en el cuerpo es a menudo mucho mayor cuando se toma por
via oral como medicamento (a través de la mucosa oral, garganta y tracto
digestivo); en contraposicibn a la exposicion ocupacional, que es

predominantemente por inhalacion (Drake y Hazelwood, 2005).

Cabe destacar, que los efectos de la exposicidn ocupacional a compuestos
solubles fueron mayores que de plata metalica e insoluble. Resulta también, su
capacidad de unirse a proteinas, ADN y ARN, debido a su rapida absorcion al

torrente sanguineo y su depdsito en érganos. (Armitage y cols., 1996).
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Los efectos adversos a la exposicion cronica a la plata, se presentan bajo
una permanente coloracion gris azulada llamada en la piel argia y en los ojos

argirosis, que a su vez pueden ser localizada o generalizada.

Por sus caracteristicas sobre patogenos, la plata prescrita por médicos,
disminuy6 drasticamente a medida que aumentaba el uso de antibiéticos. Sin
embargo la plata coloidal y las sales de plata se estdn promoviendo una vez mas
como una cura para todas las enfermedades. La Administracion de Alimentos y
Farmacos (FDA, por sus siglas en inglés) no tiene conocimiento de ninguna
evidencia cientifica sustancial que apoye el uso de ingredientes coloidales de
plata sin receta o sales de plata para enfermedades, debido a que contienen
ingredientes coloidales o sales de plata que no se reconocen como Seguros y
eficaces (Federal Register, 1999) (White y cols., 2003).

La ingestién es la principal via de entrada de compuestos de plata y
proteinas coloidales de plata. Los sintomas agudos de la sobreexposicion al
nitrato de plata son disminucion de la presion arterial, diarrea, irritacion del

estdmago y disminucion de la respiracién (Marco, 2003).

Los sintomas cronicos de la ingesta prolongada de dosis bajas de sales de
plata, son la degeneracion grasa en higado y rifion, como también cambios en las

células sanguineas (Venugopal y Luckey, 1975).

Aungue la plata se acumula en algunos érganos Yy tejidos, se dispone de
muy pocos datos que indiquen posibles efectos toxicos. Sin embargo, se sabe
que iones de plata poseen una alta afinidad por el grupo tiol en el higado, y se ha
demostrado que se unen al Glutation reducido y se transportan por bilis, agotando
de esta manera la cantidad de glutation reducido disponible para las demas vias
bioquimicas. El Glutation desempefa una funcion primordial en el mantenimiento
de la estructura y funcion de los glébulos rojos, asi como en la eliminacion de los

peroxidos orgénicos, de ahi su interferencia en el organismo (Baldi y cols., 1988).

Por otro parte, la expansion que supone la Nanotecnologia, ha desarrollado

nanomateriales inorganicos, en particular (NPs Ag), que presentan un marcado
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efecto microbicida sobre una amplia variedad de microorganismos, tales como
virus, bacterias (E. coli, S. aureus, Klebsiellas, Pseudomonas) y propiedades
antifingicas (Castellano y cols., 2007). De hecho, un reciente estudio ha puesto
de manifiesto que microimplantes de titanio modificados con nanoparticulas de
plata (Ti-BP-Ag NF), exhiben excelentes propiedades antibacterianas (Venugopal
y cols., 2017).

La aplicacion generalizada de nanoparticulas de plata (NPs Ag) y
productos que contienen plata ha aumentado la preocupacién de la seguridad
publica por sus efectos adversos sobre la salud humana y el medio ambiente. Un
reciente estudio en modelo murino concluye que las (NPs Ag) desregula la familia
de las metalotioneina, lo que sugiere efecto de estrés oxidativo especifico y
cambios transcriptomicos que podrian potencialmente ejercer un efecto adverso

en el desarrollo embrionario (Gao y cols., 2017).

En la actualidad, se implementa el uso de las (NPs Ag) sobre distintos
dispositivos de uso médico. Esta estrategia se viene aplicando en materiales de
uso sanitario como: catéteres, valvulas, vendas, cremas tdpicas, y también en
pinturas y textiles, cosméticos y como colorante autorizado en alimentos (E174).
Otra estrategia, es la modificacion de superficies de diferentes dispositivos para
inhibir la formacion del biofilm bacteriano. Sin embargo, se desconoce la
exposicion potencial y la toxicidad de los NPs Ag debido a la variacion de las
propiedades fisicoquimicas y a la falta de datos toxicolégicos disponibles (Savery
y cols., 2017).

Por otro parte, la plata tiene interacciones metabdlicas con el cobre vy el
selenio, de hecho, la plata actia sobre el cobre como un antagonista dietario y

acentda su déficit (Marco, 2003).

1.4.1.3 Estafio (Sn)

El estafio podria actuar como posible catalizador de las reacciones de
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oxido-reduccion y se sabe que es necesario a pequefias cantidades para el
crecimiento normal. Se absorbe poco y se elimina por heces (30%) y por la bilis
(11%). El estafio inorganico es poco toxico y su absorcion es débil, ya que no se
retiene y de lo ingerido se elimina rapidamente. Por su parte, el organico es

altamente toéxico.

Por otra parte, se sabe que altos niveles de estafio (Sn) disminuye los
niveles de calcio y de la actividad de fosfatasas acida y alcalina del higado. La
suplementacién con estafio (Sn) no tiene efecto sobre la pérdida de cobre fecal; y

en orina, de hierro, manganeso o magnesio.

Se ha demostrado que el estafio (Sn) suprime la absorcion de hierro y la
biosintesis de porfirinas. El estafio (Sn) afecta al metabolismo del grupo hemo y
también a las funciones dependientes del hemo como el citocromo P-450 (marco,
2003).

Varias patologias se asocian a altos niveles de estafio (Sn) como anemia, y
degeneracion ocular y hepatica entre otras. El zinc (Zn*") actia como antagonista

del estafio (Sn).

1.4.1.4 Cobre (Cu™): absorcion, distribucién y acumulacion.

La mayor parte del cobre (90%) se transporta en plasma unido a una
proteina plasmética denominada ceruloplasmina y el 10% restante se une a la
albumina y una fraccion pequefia forma complejos con aminoacidos como la
Histidina o Treonina. El 2% del cobre que se transporta en plasma va unido a la
SOD-1 de los eritrocitos. El cobre muestra un efecto antagonico sobre el selenio
(Se). La absorcién del cobre disminuye por cobalto (Co), molibdeno (Mo), vitamina
C, acido fdlico, selenio, fitatos 0 exceso de zinc (Zn*™"), este uUltimo compite con las

mismas proteinas transportadoras a nivel intestinal.

La absorcién de cobre es favorecida por los aminoacidos histidina/treonina
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y se sabe que la ceruloplasmina y la albumina facilitan su absorcion desde el
estbmago y duodeno. En el duodeno existen células que contienen
metalotioneina. La deficiencia de cobre aumenta la susceptibilidad de las células
al dafo oxidativo al disminuir su capacidad para producir SOD, pero un exceso de
cobre (Cu™) activan reacciones redox en la célula incrementando la produccion

de lipoperoxidos mediante reacciones de Fenton (Valko y cols., 2005).

El cobre se acumula en higado, y se incorpora a la ferroxidasa, como
también puede depositarse en rifiones, médula 0sea y cerebro. La eliminacion de

Cu se realiza a través de la bilis y se elimina por orina.

Entre otras funciones fisioldgicas, el cobre facilita la absorcion del hierro,
favoreciendo su movilizacién y captacion por parte de la transferrina al intervenir
en el metabolismo de la hemoglobina, ya que si no hay cobre no se forma
hemoglobina. El tratamiento de la hipercipremia se realiza con oligoelementos

como el selenio y el molibdeno, que antagonizan la funcién del cobre.

Por otra parte, para normalizar sus niveles, es importante considerar los
niveles de otros oligoelementos como el hierro (Fe™), manganeso (Mn™™) o zinc
(Zn™"), especialmente cuando se suplementa con L-aminoacidos y vitamina B6 en

pacientes (Marco, 2003).
1.4.1.5 Zinc (Zn™): absorcién, distribucién y acumulacién

El zinc (Zn*") es un cofactor necesario para mas de 300 enzimas y
hormonas y se requiere para la sintesis de acidos nucleicos y de hormonas
tiroideas. El 80% del zinc (Zn™) esta presente en los hematies como
metaloenzima en la anhidrasa carbodnica, mientras que en plasma se asocia a la

albumina (15%) y a eritrocitos (5%).

Aproximadamente un 20-30% del zinc de la dieta se absorbe directamente
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por el intestino delgado y yeyuno y se almacenan como unos 2 mg. El zinc (Zn™)

se acumula sobre todo en préstata, huesos (30%), rifilones, retina, masculo y piel.

El 75% del zinc se encuentra en los eritrocitos y se transporta en sangre
por la transferrina y la ceruloplasmina. La asimilacion del zinc en el cuerpo se

promueve por la vitamina C, B1, B12, B6 y por carnosina.

Sin embargo, la absorcién del zinc puede ser inhibida por sustancias con
capacidad quelante, como calcio, fosforo, cobre, selenio, leche, alcohol,
carbonatos, fitatos, taninos, entre otros. El zinc es necesario para la sintesis de
acidos nucleicos y forma parte como cofactor de la enzima SOD-1 (Cu™-Zn™"
dependiente) (Valko y cols., 2007).

Otro aspecto resefiable es que actia como cofactor enzimatico de metalo-
enzimas (Kuppusamy y cols., 2005), claves como mecanismos de defensa frente
a la toxicidad de metales pesados, que posteriormente se desarrollard en otros

apartados de la introduccion.

De hecho, mutaciones en el gen que codifica Cu™/Zn"" SOD-1 se asocian
con esclerosis multiple amiotrofica o enfermedad de Lou Gehring (Solsona y cols.,
2014).

Por otro lado, contribuye a la estabilizacién de las membranas bioldgicas
acoplandose a grupos tiol y es un inductor de metalotioneinas, evitando que los

grupos tiol puedan reaccionar con hierro (Fe*™).

Por otra parte, el zinc (Zn"") puede proteger frente al aumento de PSA
(Antigeno prostatico) inducido por el cadmio (Cd), que puede estar presente en
los fertilizantes. De hecho, el zinc promueve que las metalotioneinas se unan al
cadmio (Cd).

El zinc puede actuar como cofactor en enzimas necesarias para la
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formacion de neurotransmisor serotonina y melatonina e indirectamente afecta al

metabolismo de la dopamina (neurotransmisor) (Frick y cols. ,2015).

Se encuentra relacionado el zinc con mas de 200 metaloenzimas que
participan en vias metabolicas diferentes y sus niveles disminuye con la toma de

cobre, que es su antagonista.

Cabe destacar también, la sobreexposicion a zinc (Zn*") incrementa los
niveles de metalotioneinas y su descenso, aumenta la susceptibilidad al estrés
oxidativo. El zinc (Zn*") desempefia una funcién clave frente a la induccién de
estrés oxidativo por metales pesados, ya que al unirse a los grupos SH-sulfidrilo

(presentes en protéinas como el glutation), los protege de su oxidacion.

Sin embargo, el zinc (Zn™") al ser un elemento antagdnica del cobre es
capaz de proteger de la oxidacion inducida por metales Redox , tales como el
(Fe™) y el (Cu™), al desplazar estos metales de la zona de unién de la célula
evitando que se produzcan reacciones de Fenton, que aceleran el estrés oxidativo
(Valko y cols., 2005).

Se sabe, que la acumulacién de zinc en higado y la producciéon de cobre y
ceruloplasmina (proteina transportadora de cobre), provocan un aumento de
cobre y una disminucion local de zinc (Zn') en las encias, lo que produce

inflamacion del epitelio gingival (Luoma y cols., 1984).

Es importante considerar que el zinc compite con la absorcion de selenio,
manganeso, cobre y de hierro. Por tanto, si se suplementa nutricionalmente con
zinc a pacientes no se recomienda sobrepasar los 150 mg diarios. De hecho el
tratamiento prolongado con altas dosis de zinc podria deplecionar los niveles de
cobre (Willis y cols., 2005).

En pelo, los niveles de zinc (Zn™™) correlacionan con los alcanzados a nivel
tisular (Marco, 2003).
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1.4.2 Implantes dentales

En el &mbito de la implantologia dental, los implantes mas utilizados en los
altimos 40 afios son aquellos fabricados en titanio (Branemark y cols., 1977), y
aun siguen siendo los mas populares. Los implantes dentales permiten
reemplazar los dientes perdidos con un alto grado de satisfaccién a nivel funcional

y estético.

El tratamiento con implantes mediante una rehabilitacion fija maxilar o
mandibular puede presentar resultados muy favorables, tanto en pacientes
edéntulos totales mayores, como en pacientes adultos més jovenes (Engfors y
cols., 2004).

Varios estudios cientificos, han demostrado una tasa de éxito del 90-95%
de los implantes, en un periodo de seguimiento de 20 afios. Este porcentaje de
supervivencia hace que los implantes sean uno de los tratamientos mas
recomendados y demandados en nuestra clinica diaria (Astrand y cols., 2008;
Kim y cols., 2008).

Albrektsson e Isidor (Albrektsson e lIsidor, 1994), en el primer Workshop
Europeo de Periodoncia, condicionaron el éxito de los implantes a largo plazo

siempre gue estos cumplieron los siguientes requisitos:

» El implante aislado o independiente debe ser inmovil cuando se prueba
clinicamente.

» La radiografia no debe mostrar ninguna zona radiolicida alrededor del
implante.

» La pérdida de hueso debe ser inferior a 0,2 mm después del primer afio de
la puesta en funcién del implante.

» Cada implante debe estar libre de sintomas persistentes o irreversibles
como dolor, infecciones, neuropatias, parestesias o lesién del conducto

mandibular.
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Por otra parte, existen implantes dentales con una amplia variedad de
disefios, cuyo objetivo principal comun es el éxito a largo plazo de la funcion y la
oseointegracion (Daood y cols., 2011).

La reciente demanda de materiales mas biocompatibles y menos téxicos en
la odontologia, contribuyeron al desarrollo de nuevos materiales en la
composiciéon de implantes dentales. Un ejemplo de esto, son los implantes
dentales de zirconio, es un material ceramico conocido como oxido de zirconio o

zirconia.

Por otro lado, la controversia sobre la conexion mufién implante en
monobloque, hacen de estos implantes un material interesante (Bredent®,
Straumman®) (Gahlert y cols., 2013).

Varios estudios publicados, han demostrado que los implantes de zirconio
mostraron, similares patrones de cicatrizacion, el mismo tiempo de recuperacion
para la cicatrizacion, como asi también, el mantenimiento de la cortical 6sea
similar a los implantes de titanio (Gahlert y cols., 2012; Bormann y cols., 2012;
Oliva y cols., 2007).

Consecuentemente ademas, los implantes de zirconio en combinacion con
restauraciones de Peek (polimero de alta densidad), es una alternativa valida en

zonas edéntulas a nivel de molares (Parmigiani-lzquierdo y cols., 2017).

Sin embargo, su modulo de elasticidad elevado y la estabilidad a largo
plazo, estan en entredicho. Por consiguiente, los implantes de aleacién de titanio,
son aun los mas utilizados (Albrektsson, 1998).

1.4.2.1 Titanio (TiOy)

El titanio comercialmente puro es actualmente el material mas utilizado en

implantologia. El titanio es un metal reactivo y cuando se expone al medio
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ambiente, sufre el fendmeno de pasivacion, creando una capa fina de 6xido de
titanio (Macchi 2002). Esta pelicula protege al titanio haciéndolo altamente
resistente a la corrosion (Yan Guo y cols., 2012).

El titanio comercialmente puro, tiene diversos grados de pureza graduadas
de 1 a 4. Esta pureza, se caracteriza por el contenido de hierro, oxigeno y
carbono. La mayoria de los implantes dentales se fabrican de grado 4, que

incrementa su resistencia.

Por su parte, éste material presenta 6ptimas propiedades mecanicas,
haciéndolo particularmente relevante y adecuado para aplicaciones
implantolégicas y ortopédicas. Entre estas propiedades se encuentran, su baja

especificidad, alta resistencia y bajo modulo de elasticidad.

Las interacciones quimicas y biologicas entre el titanio y el tejido 6seo,
estan estrechamente asociadas con las propiedades de la superficie del implante
(de Jonge y cols., 2008).

La composicion quimica de la superficie es generalmente diéxido de titanio
(TiOy). El oxido de la superficie es quimicamente estable y resistente a la
corrosion, lo que hace que las superficies de titanio sean lo suficientemente
estables en condiciones fisiologicas normales, no obstante recientemente, sus
efectos adversos sobre las células vivas, han suscitado serias preocupaciones

para su uso en los sectores de la salud.

El mecanismo de accién molecular y la toxicidad de nano-particulas (NPs)

de TiO, se vienen estudiando ampliamente en los dltimos afios.

Varias investigaciones revelan que las propiedades fisicoquimicas,
incluyendo la forma, el tamafio, las caracteristicas superficiales y la estructura
interna de las particulas de nano-TiO,, tienen diferentes grados de toxicidad
(Zhang y cols., 2015).
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Por otro lado, el dioxido de titanio (TiO;) es un aditivo autorizado que se
utiliza como colorante alimentario, esta compuesto de particulas de tamafio nano
(NPs) y particulas de tamafio fino (FPs). El TiO; ultrafino es ampliamente utilizado
en gran numero de aplicaciones, incluyendo pigmento blanco en pintura,
ceramica, aditivos alimentarios, material de envasado de alimentos, protectores
solares, cremas cosméticas, como también, en componentes de implantes

quirargicos (Rollerova y cols., 2015).

Estudios recientes, sugieren que el TiO, de particulas finas (FPs), no
puede ser absorbido por via oral y afecta a los niveles de glucosa en plasma en
modelo murino (Gu y cols., 2015).

Ademas, otro estudio experimental inform6 que la administracion oral de
TiO, (NPs), desencadena un aumento significativo en la glucosa plasmatica,
mientras que no hubo diferencias en la secrecion plasmatica de insulina (Hu y
cols., 2015).

Las nano-particulas (NPs) de TiO3, entran facilmente al cuerpo a través de
la inhalacién, atraviesan la barrera hematoencefalica y se acumulan en el cerebro,

especialmente en la corteza y el hipocampo (Czajka y cols., 2015).

Algunos informes anteriores han demostrado que los materiales nano-TiO,
(NPs) pueden inducir estrés oxidativo, citotoxicidad, genotoxicidad, inflamacién y
apoptosis celular en 6rganos y tejidos (Zhang y cols., 2015).

Por otra parte, en el campo de la implantologia dental, existe una gran
variedad de tratamientos de superficies de implantes, que van desde las
superficies suavizadas, a las superficies rugosas. La morfologia, como la
rugosidad de la superficie, influyen en la proliferacion y la diferenciacion celular

para una mejor oseointegracion del implante (Bartold y cols., 2011).
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Aungue varios tratamientos de superficie han proporcionado resultados
prometedores, no existe un acuerdo en la literatura en cuanto a la superficie ideal

(Carneiro-Campos y cols., 2010).

A continuaciéon, describimos brevemente como afectan los metales

presentes en la aleacion del implante de titanio (Ti-6Al-4V), a la salud humana.

1.4.2.2 Implantes de aleacion de titanio (Ti-6Al-4V)

El titanio (Ti) es poco toxico, sin embargo potencia la toxicidad del
mercurio y del plomo. Hanawa, indica que el cobalto de la aleacion cromo-cobalto,
el niquel de la aleacién cromo-niquel y el vanadio de la aleacién Ti-6Al-4V podrian

liberarse (Hanawa, 2004).

Otros estudios informan, que los pequeios porcentajes de aluminio (Al) y
vanadio (V) liberados de las aleaciones, pueden ser potencialmente toxicos en el

organismo (Zaffe y cols., 2003; De Morais y cols., 2009).

Cabe destacar, que la corrosion puede limitar severamente la vida de
dispositivos dentales (Olmedo y cols., 2003; Frisken y cols., 2002).

El oxido de la superficie, desempefia una funcidon importante en el proceso
de corrosion (Goldberg vy cols., 2004). Aun cuando, el titanio (Ti) es un metal
inerte, varios estudios indican su potencial de toxicidad como ocurre en la
ostedlisis de la zona periimplantaria (Danesh-Meyer, 1994), o incluso respuestas

inflamatorias en macrofagos expuestos a titanio (Valles y cols, 2008).

Pese a que, existe controversia sobre la bioseguridad de la aleacién de
metales (Ti-6Al-4V) (Shi y cols., 2013, Sicilia y cols., 2008). Varios estudios
experimentales, han evidenciado que la liberacion de iones metalicos (Ti-6Al-4V),

estan muy por debajo de sus limites de toxicidad (de Morais y cols., 2009).
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Otros autores, evidenciaron altos niveles de titanio (Ti) en los ganglios
linfaticos en modelo canino (0,01-9.0 ppm), después de 40 semanas de
exposicion al Ti (Limy cols., 2003; Feng y cols., 2015).

Barret y colaboradores en 1993, demostraron ligeros aumentos de iones Ni
en la solucion que contiene aparato sumergido de Ni-Ti bajo condiciones acidas
(Barret y cols., 1993). También se observaron cambios del pH por la liberacion de

Ni en varias aplicaciones de ortodoncia (House y cols., 2008).

Otros estudios indican que la liberacion de titanio (Ti) se asocia al fracaso
del implante y a la inflamacién local. La periimplantitis y la formacion de
biopeliculas, determina la posible pérdida de estabilidad de los implantes y podria
conducir a su migracion a organos distales. Estos complejos de metal-proteinas
son reconocidos por las células inmunes y podrian provocar respuestas alérgicas

en pacientes con implantes (Olmedo y cols., 2003; Martin, 2004).

1.4.2.3 Aluminio (Al)

El aluminio (Al) se absorbe en intestino y algunos autores consideran que
también en estomago; se elimina a través de las heces y en menor cantidad por

los riflones y via biliar.

Cabe destacar, que el aluminio ambiental, como elemento o0 como parte de
una sal, afecta a varias actividades enzimaticas, influye en el agotamiento del
Glutation reducido, aumenta la produccion de citoquinas proinflamatorias en el
cerebro y reduce la formacion de neurotransmisores, de ahi, que podria contribuir

al desarrollo y la progresién de la enfermedad de Alzheimer (Morris y cols., 2017).

Los niveles de aluminio pueden provenir de utensilios de cocina, vacunas,
guesos procesados, etc. La absorcion de aluminio (Al) en el intestino se favorece
por la vitamina D. Su acumulacion se produce en cerebro, pulmones, higado,
tiroides y en las arterias y se elimina por las heces, y en menor medida por la via
renal y biliar (Marco 2003; Bhasin y cols., 2014).
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Por otra parte, los aminoacidos azufrados (metionina, cisteina), vitamina C,
germanio y zinc actlan como antagonistas del aluminio. Ademas, el magnesio

actua como potente detoxificante del aluminio.

Respecto al aluminio, sus niveles de seguridad en pacientes con
restauraciones dentales se desconocen. Se sugiere una posible relacion entre

Alzheimer y altos niveles de aluminio (Al) (Marco Chover, 2011).
1.4.2.4 Vanadio (V)

El vanadio (V), otro componente de la aleacion del implante, podria
depositarse también en el organismo. Su principal funcidon es actuar como
biocatalizador del metabolismo del colesterol, e inhibe la sintesis de colesterol y
disminuye los niveles de fosfolipidos en sangre. Ademas, regula el crecimiento, al
estimular el metabolismo tiroideo, activa el transporte y la conversion de la

fructosa independientemente de la insulina.

Por otro lado, el vanadio (V) controla la bomba sodio-potasio celular,
estimula la oxidacion de la glucosa, mejora la fijacion del calcio por lo que reduce

la formacion de caries. Ademas, cataboliza la oxidacion de catecolaminas.

En principio, el vanadio (V) no es téxico debido a su pobre absorcion,
puesto que solo el 1% se absorbe a nivel gastrointestinal. El vanadio (V) se une a
la hemoglobina, transferrina y ferritina, se elimina por heces y principalmente se
excreta por los rifilones (Heinemann y cols., 2003). Dentro de los antagonistas de
la absorcién del vanadio (V) destacan el cromo (Cr) y vitamina C.

El exceso de vanadio (V) puede inhibir la sintesis de cistina y cistéina e
impedir la penetracién del cromo (Cr) en las mitocondrias. Ademas, interfiere en
las funciones biolégicas de los aminoacidos, péptidos, proteinas y &acidos
nucleicos. Los resultados experimentales también demuestran un vinculo entre el

vanadio y el estrés oxidativo en la etiologia de la diabetes (Valko y cols., 2005).

La controversia con respecto al uso de una aleacion de Ti-6Al-4V en
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dispositivos médicos esta relacionada principalmente a la toxicidad reconocida de
vanadio, lo que puede causar necrosis en los cardiomiocitos, probablemente
mediante la alteracion de la polaridad de las membranas mitocondriales (Soares y
cols., 2008).

La citotoxicidad y efectos antiproliferativos de diferentes sales de vanadio
se demostré en animales de experimentacion por Kordowiak (Kordowiak y cols.,
2007).

Otros estudios, evidencian que la liberaciébn de iones de aluminio y en
particular de vanadio de esta aleacion, puede generar problemas de salud a largo
plazo, como la neuropatia periférica, la osteomalacia y la enfermedad de
Alzheimer (Edwards y cols., 2012).

La contaminacion por vanadio (V) es sobre todo industrial y produce
manifestaciones alérgicas como dermatitis, gastrointestinales y alteraciones del

sistema nervioso central (Schroeder, 1975).

Por dltimo, el vanadio es un importante contaminante del aire procedente
de la combustion de productos de combustible, agrava las enfermedades
respiratorias y deteriora la funcion cardiovascular. Sin embargo, sus efectos sobre

la respuesta inmune son contradictorios (Pinon-Zarate y cols., 2008)

1.4.2.5 Molibdeno (Mo)

El molibdeno (Mo) presenta propiedades antioxidantes. El 83% del
molibdeno se absorbe en estomago y en menor proporcién en intestino delgado.
El cobre inhibe su absorcion. EI molibdeno forma parte de muchas metaloenzimas

y también participa del metabolismo de 6xido-reduccion.

Cabe destacar, que existe una relacion inversa entre niveles de molibdeno
(Mo) y cancer de esofago. ElI molibdeno (Mo) se requiere para activar enzimas

implicadas en el metabolismo de aminoacidos azufrados (metionina, cisteina).
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Ademas, es necesario para que la ferritina que transporta hierro, lo libere gracias

a la accion del molibdeno (Mo) (Bertello, 2015).

Por otro parte, un reciente estudio sugiere como agente terapéutico
multifuncional para el tratamiento integral del Alzheimer NPs de molibdeno (MoS3)
como inhibidor de la agregacién de péptidos B-amiloides. De esta manera, se
consigue mejorar el estrés oxidativo y disminuir la toxicidad celular, asi como,
bloquear la formacion de canales de (Ca*™) inducida por las fibrillas B-amiloides en

la membrana celular (Han y cols., 2017).

La absorcion intestinal del cobre esta inhibida por molibdeno (Mo) y a la
inversa. EI Mo es antagonista del cobre, aumentando su excrecion. A nivel
odontologico es resefable que el molibdeno (Mo) tiene una accién preventiva
sobre la caries dental y participa en el crecimiento 6seo. De hecho, a nivel clinico
se recomienda valorar los niveles de Mo en nifios con retraso del crecimiento y en

casos de anemias.

La sobreexposicién al molibdeno (Mo) puede ocasionar gota, ya que éste
activa la enzima xantin oxidasa que forma &cido Urico. Como antagonistas del

molibdeno (Mo) destacan el cobre y el azufre.

1.4.3 Metales asociados a Protesis Dental (Cr, Ni, Co)

A continuacion, dada la orientacion odontoldgica de la tesis se analizan
metales procedentes de coronas de metal-ceramica en protesis fija, o metales
que son utilizados en protesis hibridas, aditamentos protésicos y barras

atornilladas a implantes dentales.

Las aleaciones de metales base mas utilizados en odontologia son Cr-Ni,
que se emplean por lo general en la confeccion de puentes y coronas en protesis
fijas. Las de Cr-Co, suelen emplearse en las estructuras de prétesis sobre
implantes, como también, en prétesis removibles o sobredentaduras (Cook y
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Dalton, 1992). Uno de los aspectos importantes, es el efecto de biocampatibilidad
de estas aleaciones sobre la mucosa oral. Estudios experimentales han
demostrado que la aleacion a base de Ni provocan una disminucion significativa
de la viabilidad celular, un incremento del estrés oxidativo, aumentan los niveles
de citocinas inflamatorias y la toxicidad celular frente a la aleacion a base de Co-
Cr libre de Ni, que no provocaron respuestas adversas de estrés oxidativo, ni
toxicidad celular (McGinley y cols., 2013).

Estos metales niquel (Ni), cromo (Cr) y cobalto (Co), han sido estudiados
por ser de utilidad, para rehabilitar con prétesis a los pacientes con implantes
dentales. Cada metal aporta una propiedad fisica y mecanica diferente a la
aleacion. Ejemplo de ello, es la aleacion de Cr-Co que son apropiadas para su
uso clinico debido a la combinacion de su alta resistencia mecanica y a su
excelente resistencia a la corrosion (en especial a temperaturas elevadas)
(Burdairon, 1991).

Analizaremos cada uno de ellos para dicernir su funcidbn metabdlica en el
organismo. Estos metales también estan presentes en dispositivos de ortodoncia,
sin embargo en este estudio, los pacientes con tratamiento de ortodoncia fueron

excluidos.

1.4.3.1 Niquel (Ni)

Desde el punto de vista biomecanico en odontologia, el niquel (Ni) se
incorpora a las aleaciones de Cr-Co para mejorar la ductilidad de la aleacion a

expensa del Co que aporta la resistencia mecanica.

El niquel es intercambiable por el Co. Cuando el niquel (Ni) reemplaza al
cobalto (Co), la resistencia, la dureza, el modulo de elasticidad y la temperatura

de fusion tienden a descender, mientras la ductilidad aumenta (Phillips, 1986).

40 B José Maria Parmigiani lzquierdo



b INTRODUCCION

Cabe mencionar, que alguno de los elementos metalicos de la aleacion
pueda provocar algun tipo de sensibilidad o alergia. De los tres metales de la
aleacién, el niquel (Ni) es el mas comun que pueda provocar algin tipo de
sensibilidad (tipo IV), cuya reaccién se manifiesta como una dermatitis alérgica al

metal (Geis-Gerstorfer y cols., 1993).

Por otro lado desde el punto de vista bioldgico, el niquel (Ni) participa en la
funcién y produccion de enzimas y hormonas, interfiere con la absorcion de hierro,
de hecho, se han descrito trastornos cardiovasculares, neurolégicos y digestivos
asociados a altos niveles de este metal (Ni). El incremento de niquel inorganico
conduce a una disminucién transitoria de los niveles de Glutation (GSH) del 30-
50% y a un decremento de citocromo P-450. Por ello, la administracion de
Glutation reducido o cisteina, previene los efectos negativos del (Ni) (Marco
Chover, 2011).

1.4.3.2 Cromo (Cr)

Desde el punto de vista odontolégico, la funcion del cromo (Cr) es
aumentar la resistencia a la corrosion y pigmentacion. Al igual que el titanio, es
uno de los pocos elementos que se pasiva con facilidad y eficacia, propiedades
que conserva al incorporarse a una aleacion, lo que protege a ésta (aleacion Cr-
Co) de la corrosion (Macchi, 2002).

Por otra parte, desde el punto de vista biologico, el cromo (Cr) desempefa
un papel relevante en el metabolismo de los hidratos de carbono y de la accion de
la insulina (Brownley y cols., 2015). Participa también en el metabolismo de

lipidos (colesterol LDL) y de proteinas (transporte de aminoacidos).

El cromo (Cr) se elimina a través de la orina y su exceso podria provocar
insuficiencia renal. La eliminacion de este metal (Cr), es facilitada por zinc,
magnesio, vanadio y vitamina C, niacina, cisteina y acido glutdmico. Por el

contrario, el hierro disminuye la absorcién de cromo (Cr).
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1.4.3.3 Cobalto (Co)

Desde el punto de vista biomecanico, el cobalto (Co) es un elemento
metalico fundamental que proporciona dureza, resistencia y rigidez a la aleacion
en las estructuras de proétesis dentales. Generalmente el cobalto (Co) es el
elemento de mayor porcentaje de la aleacion (60%), le sigue el Cr (30%) y mas
elementos presentes en pequefias cantidades como el Mo, Fe™, Be, y otros
(Macchi, 2002).

Por otro lado, desde el punto de vista biol6gico, es un oligoelemento
necesario para la actividad y funcion de la vitamina B-12. Debe ser ingerido por la
dieta, puesto que el organismo no lo sintetiza y se requiere para el funcionamiento

y mantenimiento de los globulos rojos (Hernandez, 2012).

Participa en la sintesis de ADN, potencia la actividad de la glandula
tiroides, es vasodilatador y mejora la funcién psicolégica. Se absorbe en el
intestino y entre otras funciones regula la actividad del sistema nervioso simpatico

y parasimpatico. Es un oligoelemento poco toxico, que necesita dosis muy altas 7

mg/Kg/dia, para producir toxicidad (Watts, 1995).
1.5 OLIGOELEMENTOS RELACIONES CON FUNCIONES METABOLICAS
Efectos del selenio sobre la quelacion de metales pesados

Dada la relevancia del selenio en la presente tesis doctoral, se describen
sus implicaciones fisioldgicas al considerarse un antidoto que palia la toxicidad de
metales pesados en toxicologia y odontologia.

1.5.1 Selenio (Se)

El Selenio es un mineral crucial en la sintesis de ubiquinona y ejerce
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funciones como antioxidante, antiinflamatorio y anticancerigeno, puesto que
potencia el sistema inmune y previene frente al cancer. El selenio (Se) regula
varias funciones metabdlicas, como la funcion tiroidea y neutraliza la accién de los

radicales libres. Para la sintesis de proteinas se requiere de la seleniometionina.

Desde un punto de vista quimico su estructura es similar a la del azufre (S)
y sus niveles dependen de la edad del individuo. Los niveles de selenio (Se)
dependen del estado de salud y de la edad de los individuos, siendo sus niveles

de referencia de 70 ug para el hombre y de 50 pg para la mujer adulta.

El selenio (Se) desempefia un papel relevante en la proteccion frente al
peréxido de hidrogeno (H.O,) de las membranas biologicas. El selenio (Se)
incorporado en las proteinas denominadas selenoproteinas, esta implicado en la

eliminacion de metales pesados como mercurio y arsénico (Yoneda y cols., 1997).

Ademas, el selenio (Se) aumenta la relacion glutation oxidado/reducido,
incrementa los niveles de glutation reducido (GSH) y protege frente a varios
inductores de estrés oxidativo en la célula como el malonadehido (MDA:

lipoperoxidos lipidicos).

La absorcion de selenio es favorecida por las vitaminas E, A, C, B y por los
aminoacidos como la metionina, mientras que su absorcidn se retrasa por
mercurio, cadmio, plata, cobre, plomo, zinc, azufre, arsénico, molibdeno,
antimonio, vanadio, cromo y bismuto. El zinc inhibe su absorcién.. El selenio (Se)
mayoritariamente se absorbe en intestino y se transporta en plasma por alfa y
beta globulinas y por la albumina. Ademas, tiene propiedades de mimetismo
insulinico (Beckett y Arthur, 2005).

Otros estudios, demostraron que el selenio (Se) protege al sistema
cardiovascular del estrés oxidativo inducido por metales pesados como el

arsénico, cadmio y mercurio (Flores-Mateo y cols., 2006).
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Por otro lado, existe una alta relacion entre depresion y la disminucién de

los niveles de selenio en sangre (Gosney y cols., 2008).

La intoxicacion por altos niveles de selenio es revertida por la
administracion del aminoacido metionina. Sin embargo, unos bajos niveles de
selenio en pelo, no predicen su déficit, si indican su disminuciéon a nivel

nutricional.

El selenio (Se) es incorporado a la enzima glutation peroxidasa (Gpx) como
indicamos con anterioridad y al metabolismo de las hormonas tiroideas. Se
transporta al higado donde es transformado en dimetilseleniuro, que es eliminado
por el pulmoén, o bien se convierte a trimetilselenomio que se excreta

mayoritariamente por orina.

La forma selenio metionina tiene una alta biodisponibilidad, tanto a nivel de
sangre como actividad del glutation reducido (GSH). La forma organica del selenio
(Se) es la selenometionina, que es la que mejor se absorbe y la que forma
selenito tiene una biodisponibilidad del 80% (Combs, 2015; Fairweather-Tait y
cols., 2010).

La selenoproteina P es la proteina del transporte de selenio (Se) y es un
antioxidante del endotelio vascular (Sies y Arteel, 2000). La selenoproteina P
ejerce efectos antioxidantes y promueve la supervivencia neuronal (Takemoto y
cols., 2010).

Por otro lado, se sabe que el déficit de selenio (Se) aumenta la oxidacion
en las proteinas (Moskovitz y Stadtman., 2003). Las selenometioninas estan
relacionadas con efectos antioxidantes y con el status redox celular. Todas las
formas del selenio se metabolizan en el cuerpo en forma de selenocisteinas antes
de ser incorporadas en las selenoproteinas, incluidas las enzimas que contienen

selenio (Se).
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El selenio (Se) actia como coenzima de varias actividades enzimaticas
como por ejemplo la Glutatién peroxidasa (Gpx), que cataliza la destruccién del
agua oxigenada y la degradacién de lipoperéxidos (Valko y cols., 2016).

La enzima antioxidantes Gpx es una selenoproteina y también la enzima
Tioredoxina reductasa, ambas contienen selenio (Se), y protegen a los
macrofagos y neutréfilos de los radicales libres y frente al dafio inducido al ADN.
El Glutation se recicla gracias a los niveles de selenio (Se) por la enzimas

Glutation peroxidasa (Gpx) y Tioredoxina reductasa (Hansen y cols., 2004).

Se ha demostrado que después de la suplementacibn con L-
selenometionina se produce un aumento de los niveles de este oligoelemento
(Se) en suero. Especialmente relevante, es la prevencion frente al estrés oxidativo
evidenciada en varias patologias y sobre todo frente al sindrome metabdlico
(Yilmaz y cols., 2007).

Las enfermedades asociadas a su déficit (Se), remiten tras el tratamiento
con Vitamina E y ademas se ha evidenciado en areas geograficas ricas en
selenio, que existe un menor riesgo de determinados canceres. De hecho, los
varones requieren niveles de selenio (Se) mas altos que las mujeres, y se ha
puesto de manifiesto que la prevalencia de la mortalidad infantil se asocia a
deéficits de este oligoelemento (Se) y de Vitamina E en estudios clinicos
norteamericanos. Ademas, se ha demostrado que la disminucién de los niveles de
selenio (Se) incrementa los niveles de moléculas inflamatorias (Demirci y cols.,
2017).

Por otra parte, la suplementacion de selenio (Se), previene el estrés

oxidativo postprandial (Natella y cols., 2007).

Por tanto, de acuerdo a lo descrito, es importante destacar que el selenio
(Se) podria utilizarse en el ambito odontolégico como un antidoto para evitar la
contaminacion por elevados niveles de metales pesados en el organismo
(Bjerklund., 2015).
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1.5.2 Estroncio (Sr)

El estroncio (Sr) posee propiedades bioquimicas y fisiologicas similares a
las del calcio (con dos cargas positivas). De hecho, el estroncio (Sr) puede

reemplazar al calcio en los cristales de hidroxiapatita de los huesos y dientes.

El estroncio (Sr) es una de las sustancias mas efectivas para el tratamiento
y prevencion de la osteoporosis. Es capaz de eliminar el sodio (Na*) intracelular y
de reintroducir potasio (P) al interior, como ocurre en las células cancerosas que

son debilitadas por este mecanismo.

Por su parte, los pacientes libres de caries muestran elevados niveles de
estroncio (Sr) y se absorbe mejor en jévenes, depositandose en huesos y en
menor medida en dientes. Su absorcion es pobre en duodeno e ileon y la
absorcion intestinal representa del 5% al 25%. Scamschula y cols., en 1978 han
puesto de manifiesto que la concentracion de placas de estroncio (Sr) esta
inversamente correlacionada con la incidencia de caries (Schamschula y cols.,
1978).

Su toxicidad es relativamente baja, pero se han descrito casos de

depresion y baja retencion de calcio en casos de intoxicacion (Marco, 2003).
1.5.3 Azufre (S)

El azufre se encuentra en los aminoacidos azufrados (metionina, cisteina,
cistina, taurina), en las proteinas y glicoproteinas azufradas, enzimas, sulfolipidos,
mucopolisacaridos y hormonas. El azufre esta implicado en procesos de
detoxificacion por actividades enzimaticas como por ejemplo la de la Citocromo
P450.

El azufre inorganico se absorbe en intestino, llega al higado y se elimina
por orina. Una parte del azufre organico contribuye a la formacion de hormonas

adeno-hipofisarias, insulina, glutation, acetilcolina A.
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El azufre se encuentra en todas las células y destaca su participacion en
las formas de aminoacidos azufrados. Actia como un reductor y como
constituyente esencial de coenzimas (vitamina C, &cido lipdico, glutatién). Por
ejemplo, los flavonoides con funcién antioxidante contienen hierro y azufre en su

composicion.

El azufre interviene en la constitucion del cartilago y del hueso, ya que fija
cationes divalentes como el calcio. El azufre es necesario para prevenir frente a la
citotoxicidad. Se utiliza para la detoxificacion de metales pesados, gracias al
aminoacido taurina. El azufre muestra interacciones positivas con vitaminas del
grupo B, aminoacidos y oligoelementos como manganeso y cobre (Hernandez,
2012).

1.5.4 Calcio (Ca™)

El 99% del calcio esta presente en el tejido 6seo y el 1% restante en
diversos tejidos. El calcio es un oligoelemento que llega a la sangre a través de la
dieta y procedente de su movilizacién 6sea. Por tanto, es necesario mantener una
adecuada ingesta para mantener los niveles de calcio (Ca) en tejido 6seo y
prevenir la osteoporosis, puesto que desempefia una funcion importante en la
formacion de los huesos y dientes. El 1% esta en sangre, en liquido extracelular y

en el tejido adiposo.

El calcio se absorbe a nivel intestinal (favorecido por la vitamina D), y por la
movilizacion del calcio procedente de los huesos. Sélo se absorbe el 30% del
calcio ingerido y su absorcién se facilita por la vitamina D, mientras que se

dificulta por fitatos y el exceso de folatos.

Los niveles de calcio dependen de la hormona PTH (paratohormona), de

los niveles de vitamina D, y de la hormona calcitonina (Sahay cols., 2017).
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1.5.5 Boro (B)

Existe una relacién entre niveles de boro (B) y adrenalina, el metabolismo
de lipidos, de hidratos de carbono y los niveles de insulina (Bakken y Hunt, 2003).
El boro actia como antioxidante y su suplementacion nutricional previene el
cancer de préstata, la osteoporosis y la osteoartritis, incluso, mejora la funcién

cognitiva.

La administracion de boro (B) disminuye los sintomas asociados a la
deficiencia de magnesio, por el contrario no mejora cuando hay déficits de calcio o
fésforo. La interaccion del boro (B) con el calcio, disminuye la excrecion urinaria
del calcio (Nielsen, 1990). Se piensa, que una disminucion del boro esta
relacionada con caries en pacientes, pero otros estudios indican que altos niveles

de boro (B) provocan caries.

Se observan altos niveles de boro (B) en el esmalte dental y en huesos. Su
absorcion es rapida y se almacena en tejido 6seo y cerebro. La excrecion renal de
boro oscila entre el 30-90% y una dieta deficitaria en boro (B) conduce a una
pérdida de calcio y de magnesio por la orina.

El boro (B) actia como cofactor de algunas enzimas, aumenta la sintesis

de estrégenos y es antagonista de la vitamina B-12.

La suplementacion con boro (B), ha demostrado que incrementa la concentracion
de hormonas esteroides plasmaticas, lo que sugiere que puede ser utilizado como
una sustancia ergogénica segura para atletas (Naghii, 1999).

La intoxicacién por este elemento traza (B) produce déficits de vitamina B12,

calcio y magnesio (Watts, 1995).
1.5.6 Manganeso (Mn™")

El manganeso se requiere para la sintesis de las catecolaminas y de los
fosfolipidos de membrana entre otros. También interviene en el metabolismo de

azucares y se requiere para la correcta produccion de hormonas sexuales.
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Desempefia una funcion relevante como cofactor de la enzima
Superéxido-dismutasa-2, también de la arginasa, entre otras, que podria
interaccionar con el selenio (Se). El manganeso (Mn*") es necesario para la
formacion de dopamina (neurotransmisor) y de colesterol. Se requiere para la

correcta formacion de huesos y de cartilagos.

Una disminucién de los niveles de manganeso en diabéticos, reduce la
produccion de insulina y desajusta el metabolismo de la glucosa. Por ello, es
recomendable a posibles alteraciones pulséatiles de la glucosa en pacientes
odontoldgicos, debido a que la deficiencia de manganeso también puede
ocasionar un déficit de selenio (Se).

El exceso de manganeso podria interferir con la absorcion del hierro de la
dieta y producir alteraciones neuropsiquiatricas, ya que el manganeso (Mn™")
también se requiere para la detoxificacibn de amoniaco (glutaminosintetasa)
(Watts, 1995)

Dentro de los antagonistas del manganeso (Mn*"), destacan el cobre,
hierro y magnesio mientras que el amino&cido arginina es un agonista. Un exceso
de manganeso y/o zinc puede conducir a desajustes de las metaloenzimas de
cobre (Marco, 2003).

1.5.6 Hierro (Fe™)

El 65- 70% del hierro esta en la hemoglobina, un 4% en la mioglobina y el
1% en otras proteinas y enzimas. El 25-30% restante se almacena conjugado
con la ferritina, que transporta el hierro. La mayoria del hierro est4 en los anillos
de porfirina y en enzimas antioxidantes como la catalasa, citocromos y proteinas

azufradas de hierro como la NADH deshidrogenesa.

Los niveles de hierro en pelo representan sus niveles en los tejidos y

refleja los cambios citocrométicos. Unos elevados niveles de hierro en sangre
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significan una deficiente capacidad para movilizar o excretar el hierro, o un
metabolismo desequilibrado del hierro. Se sabe que solo el 5-10% del hierro

ingerido de la dieta se absorbe a través del intestino (duodeno, yeyuno).

La secrecion gastrica reduce el hierro ferroso a férrico, que es absorbible.
Por tanto, el acido clorhidrico y aminoacidos como la metionina y cisteina y la
vitamina C, favorecen la absorcion de hierro. Dicha absorcién, es bloqueada por
sustancias como fosfatos, oxalatos y taninos entre otras y por minerales como

calcio, zinc, magnesio, cromo, y manganeso (Schroeder, 1975)

El hierro se elimina por heces, orina y algo por el sudor. La deficiencia de
hierro produce alteraciones inmunoldgicas y alteraciones cognitivas vy

endocrinoldgicas.

Su funcion principal es el transporte de la hemoglobina y mioglobina y
almaceén de oxigeno e interviene entre otros mecanismos en procesos de 6xido-

reduccion.

Cuando se acumula en cerebro produce lesiones similares a las
observadas en la enfermedad de Alzheimer. Su déficit se asocia a anemia y a
problemas cognitivos, y también se ha asociado a dietas vegetarianas, al excesivo
consumo de antiacido o de fibratos en la dieta. El hierro (Fe™) esta relacionado
con la actividad del iodo (I), ya que en pacientes, si existe déficits de hierro con

déficits de iodo, no se produce mejoria solo con la suplementacion con hierro.

La contaminacién con plomo disminuye los niveles de hierro, ya que se ha
evidenciado en nifilos con déficits de hierro que existe un aumento del plomo (Pb)

en sangre (Khan y cols., 2011).

Los metales antagonistas del hierro son el zinc, cadmio, cobalto, cobre,
manganeso, plomo y niveles altos de fosforo, asi como una relacion Ca™*/Fe™”

alta.
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1.5.7 Germanio (Ge)

El germanio (Ge) se encuentra siempre en combinacion con otros
elementos. Se utiliza para la fabricacion de cristales Opticos y catodos. También
actia como antioxidante y como quelador de metales pesados. Su toxicidad es
baja debido a que se elimina a las 24 horas por orina, a dosis superiores de 400
ug/dia durante un tiempo prolongado puede provocar problemas renales. Su

absorcion es a través del intestino delgado.

Las dosis orales de germanio de sodio se absorben rapidamente y en un
99% en el tracto gastrointestinal en pocas horas y se excreta por orina en los 4 a

7 dias posteriores.

Aunque se conoce muy poco sobre el metabolismo del germanio (Ge), se
sabe que desempefia una funcion antiinflamatoria y estimuladora del sistema

inmune y como mineral anti-osteoporotico (Watts, 1995).

Se estima que el germanio (Ge) es un mineral antiestrés y también
previene patologias cardiacas entre otros efectos beneficiosos. Por otra parte,
desempeiia funciones homeostaticas al estabilizar los niveles sanguineos de
colesterol, cloro, potasio, sodio y &cido urico. Por ello, se ha utilizado para

prevenir la hipertension arterial y se puede administrar por via oral e intravenosa.

Sin embargo, la suplementacion crénica con germanio (Ge) podria conducir
a la deplecion del boro (B) y esta presente en rabano, cereales integrales, alfalfa,
ajo, ginseng, aloe, eleuterococo entre otras plantas.

1.5.8 lodo (I)

Se trata de un nutriente esencial en su forma de iodo inorganico para las
células del organismo, para la tiroides y para proteger frente al cancer. El 90% del
iodo se encuentra en la glandula tiroidea y se absorbe en el intestino, pero

también puede absorberse a través de los pulmones y de la piel.
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La absorcién es disminuida por la ingesta de hierro, cobalto y arsénico. El
iodo absorbido se transporta al tiroides para la sintesis de hormonas tiroideas. El
60-70% del iodo se excreta por los rifiones.

Es necesario para la produccion de energia, previene la gota, y participa en
la sintesis de proteinas, estimula la sintesis de colesterol y disminuye el

glucdgeno hepético.

El iodo actia como detoxificante, sobre todo de metales como fldor y
bromo, cadmio, mercurio y plomo. EI magnesio y la vitamina C mejoran la
actividad del iodo (Marco, 2003).

Su déficit, se asocia a problemas de absorcién y a una dieta pobre en iodo.
De hecho, su déficit se asocia a enfermedad tiroidea y a déficit cognitivo entre
otros efectos (Watts, 1995).

1.5.9 Fosforo (P)

El fésforo organico se encuentra sobre todo en tejido 6seo y musculos. El
inorganico en el liquido intracelular, que se elimina a través de la orina y heces.
Se absorbe un 60-70% por el intestino delgado y su absorcién aumenta cuando

existen bajos niveles de calcio.

Su accion metabdlica es similar a la del calcio y hueso y su metabolismo
estd ligado al calcio, magnesio, potasio y sodio, debido a que la fijacién al hueso
se realiza en presencia de magnesio. Cuando existe déficit de vitamina D, se
produce una disminucion de los niveles de fésforo antes que la concentracion de

calcio.

El fésforo ejerce una accion reguladora del equilibrio P/Ca*™ e interviene
en la formaciéon de huesos y de dientes. Es fundamental para mantener el
equilibrio acido/base a través del fluido extracelular. Forma parte de

fosfoproteinas y fosfolipidos.
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Regula la homeostasis del calcio entre otras funciones fisiologicas. La
intoxicacién con fosforo provoca hipomagnesemia e hipokalemia, mientras que el
consumo excesivo de fosforo desequilibra el ratio Ca’* /Mg y produce
hiperactividad. Unos bajos niveles de fosforo (P) en pelo, podrian también indicar

una ingesta inadecuada de calcio/magnesio (Watts, 1995)
1.5.10 Litio (Li)

Se trata de un mineral alcalino parecido al sodio y al potasio. Estudios
epidemiologicos indican una relacion inversa entre la absorcion de litio (Li) y el
riesgo de enfermedades neuropsiquiatricas.

Desde un punto de vista bioquimico, la accion del litio (Li) es similar a la
del sodio (Na®), pero el litio (Li) no puede sustituirlo. Interviene en cuarenta

reacciones enzimaticas en el organismo.

Se absorbe facilmente en intestino, sin embargo presenta inconvenientes
para atravesar la barrera hematoencefalica. Los huesos contienen bastante litio
(Li) y la cantidad que absorbe una persona de este oligoelemento (Li) depende del
porcentaje presente en el agua potable. Sin embargo, se interfiere por aluminio.

Se elimina por via renal y heces.

El litio (Li) se administra en desordenes neurosiquiatricos, tal como se ha
evidenciado en pacientes con depresion bipolar, especialmente en la forma de
orotato de litio (Mauer y cols., 2014), en la prevencion de enfermedades

cardiovasculares y en pacientes con sindrome de fatiga croénica.

Por otra parte, el litio (Li) puede desplazar al potasio y al sodio hacia el
medio intracelular. El litio (Li) tiene interacciones con magnesio y calcio, al regular
las concentraciones intracelulares de ambos oligoelementos. El litio (Li) disminuye
los niveles de glucosa, al mostrar una accion “like insulina”™ y ejerce efectos
antioxidantes (Schroeder, 1975).
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1.5.11 Rubidio (Rb)

No se considera un oligoelemento esencial, pero desempefia una funciéon
protectora en patologias relacionadas con los radicales libres. El rubidio (Rb) tiene
una relacion fisicoquimica con el potasio y contribuye a neutralizar la accién toxica

a dosis muy altas del Li.

El rubidio (Rb) puede actuar como sustituto del potasio. La absorcién es
similar a la del potasio, se realiza rapidamente y se elimina mayoritariamente por

orina.
1.5.12 Sodio (Na")

Se sabe que las consecuencias del consumo excesivo de sodio (Na‘)
puede provocar hipertension arterial, por o que su ingesta debe ser controlada,
debido a que puede provocar problemas cardiovasculares por su efecto

vasoconstrictor y también aumenta la retencion de liquidos.

Un exceso de sodio (Na*) aumenta la excrecion urinaria de calcio, por lo
que su consumo crénico se ha vinculado con una mayor incidencia de
osteoporosis. Por otro lado, un exceso de sodio (Na’) en el organismo podria
conducir a una sobrecarga renal (Watts, 1995).

1.5.13 Potasio (K")

El potasio (K") es un mineral necesario para el normal funcionamiento
electrolitico del organismo. Se requiere utilizar los carbohidratos para el desarrollo
muscular, controla la actividad eléctrica del corazén y su principal funcion es la

regulacion del equilibrio acido-base.

En casos de hipopotasemia (bajos niveles de potasio) puede producir
debilitamiento muscular, ritmos anormales del corazén y un ligero aumento de la

presién arterial.
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Contrariamente, los altos niveles de potasio (K*) en sangre conducen a
hiperpotasemia, lo que puede ocasionar ritmos cardiacos anormales y peligrosos.
Los pacientes con hipopotasemia presentan fatiga muscular, debilidad y

calambres musculares.
1.5.14 Magnesio (Mg™)

Se trata de un oligoelemento que funciona como cofactor en muchas
reacciones enzimaticas, debido a que actia en mas de 300 procesos bioquimicos,

incluidas aquellas implicadas en el metabolismo glucidico.

Se necesita para los procesos de detoxificacion del metabolismo
energético, como también favorece la detoxificacién alcohdlica, estabiliza el ATP,
regula la temperatura y es necesario para la buena salud 6sea y dentaria.
Ademas, es necesario para una correcta funcion cardiovascular. Es un agente

antihipertensivo.

Por otro lado, el estrés incrementa la ingesta de magnesio, previene varias
patologias, especialmente disminuye el riesgo de sindrome metabdlico, puesto

que el estrés aumenta su pérdida a traves de la orina.

El magnesio regula las funciones del ADN y ARN. Es bien estudiado que el
magnesio mejora la salud de los huesos en mujeres jovenes (Carpenter y cols.,
2006), y la suplementacidbn con magnesio se asocia a un incremento en la

resistencia y calidad 6sea (Ryder y cols., 2005).

Constituye un cofactor necesario para la actividad de la enzima Na'/K*-
ATP-asa e inhibe la salida de potasio, previniendo el aumento de calcio y de sodio
intracelular. Ademas, preserva el zinc y regula la adecuada polarizacién de la
membrana. La disminucion de magnesio altera la transmisibn nerviosa
(Eisenberg, 1986).

El déficit de magnesio se relaciona con hipertension arterial y aumento de
los niveles de la citocina proinflamatoria IL-6 (Johnson y cols., 2014). Regula la
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secrecion de serotonina y mantiene la funcién de la insulina. Por otra parte,
controla el ratio calcio/fosforo, al tener una accion directa sobre la hormona
paratohormona y actia como cofactor de varias enzimas implicadas en el
metabolismo de la glucosa. La ingesta de magnesio mejora la resistencia a

insulina y reduce el riesgo de diabetes tipo 2 (Cosaro y cols., 2014).

El magnesio también participa en la regulacion del equilibrio &cido-base y
en funciones de oxido-reduccion, desempefa efectos antiinflamatorios y regula la

temperatura, entre otras multiples funciones.

Especialmente relevante es su funcion en la prevencion de desequilibrios
de las sales de calcio, previniendo las caries, aterosclerosis, nefrocalcinosis. De
hecho, el calcio necesita magnesio para poder asimilarse en el organismo. Solo el
1% de magnesio se encuentra en la sangre y el resto (98%) se almacena
principalmente en hueso y muasculos. Por ello, niveles bajos de magnesio en pelo
se asocian con su déficit en la dieta, o problemas de absorcion intestinal. Por su

parte, altos niveles de magnesio en pelo no se relacionan con hipermagnisemia.

Se sabe que el magnesio estimula el transporte de potasio en las células y
éste proceso se inhibe por el plomo. De hecho, cuando los niveles de magnesio
estan por debajo de su nivel normal, se observa un aumento sanguineo del ratio
Zn"*/Cu™, un descenso del cobre, cromo y selenio, como también un aumento del
plomo (Marco, 2003).

El 44% se absorbe en el intestino delgado en personas con dieta rica en
magnesio y un 76% si tienen una dieta pobre en magnesio. Su absorcion es
retrasada por el exceso de calcio, vitamina D entre otros factores, mientras que es

acelerada por la vitamina B6, fésforo, vitaminas C y E, e insulina y progesterona.

Una vez absorbido, se encuentra en plasma y hematies. El 35% se une a
las proteinas dependiendo del pH y el 15% restante esta disponible en forma
compleja. La mayoria del magnesio se detecta en los huesos y el 21% se elimina
via renal y heces. La ingesta de productos acidificantes aumenta la excrecion de

magnesio.
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La hormona paratohormona provoca el aumento de las concentraciones de
magnesio en suero, posiblemente al ser liberado del metabolismo 6seo (accion

similar a la del calcio), lo que influye por tanto en su reabsorcion.

El magnesio se encuentra en forma de sales con diferentes grados de
absorcion; el 6xido de magnesio se absorbe menos que el citrato de magnesio y
cloruro de magnesio (Firoz y Graber, 2001).

La hipomagnesemia (bajos niveles de Mg*™) se relacionan con la deplecion

de fosfato, excrecién excesiva, dieta inadecuada e ingesta de sodio.

Por otro lado, existe una relacion directa entre el déficit de magnesio y la
resistencia a insulina, por ello, los pacientes diabéticos tipo Il muestran déficits de
magnesio (Sundaram y cols., 2017).

Los bajos niveles de magnesio en suero se relacionan con un agotamiento

energético y los pacientes hipertensos presentan niveles bajos de magnesio.

1.6 METALES/OLIGOELEMENTOS DE EXPOSICION AMBIENTAL:
Plomo (Pb), Cadmio (Cd)

Se sabe que un unico atomo de mercurio (Hg) o bien cadmio (Cd) puede
unirse hasta a dos moléculas de GSH para facilitar su excrecion (Valko y cols.,
2007). Los altos niveles de plomo (Pb) y de mercurio (Hg) observados pueden ser
eliminados por conjugacion con glutation reducido (GSH) y también el Pb, Hg*", y

Cu'" pueden actuar como agentes hemoliticos (Ercal y cols., 2001).

El plomo inhibe la actividad SOD-1, puesto que desplaza a los metales Zn**
y Cu™, necesarios para su activacion y aumenta la peroxidacion lipidica. Por otra
parte, la toxicidad del cadmio (Cd) o del plomo (Pb) se asocia a la oxidacion de la
hemoglobina en aves (Scheuhammer 1987). La exposicion al plomo (Pb) podria
interferir con la actividad de enzimas antioxidantes (Valko y cols., 2005).
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Por otro lado, el metil-mercurio aumenta la peroxidacion lipidica y afecta los
niveles de glutation (GSH) y de las metalotioneinas tras la exposicion cronica al
cadmio (Cd) (Manca y cols., 1991; Klaassen y cols., 2009). Las metalotioneinas
muestran una mayor afinidad por el mercurio y el cadmio, que por el Zn"". Dichas
metalotioneinas son depositos intracelulares que almacenan Cu™, Zn™, y son
especialmente ricas en cisteina, por lo que pueden secuestrar metales pesados
(Quig, 1998).

Por otra parte, también se ha descrito que neuronas corticales in vitro
expuestas al cadmio (Cd) muestran bajos niveles de Glutation y aumento de
actividad SOD-1 (Lopez y cols., 2006).

1.6.1 Bario (Ba)

El metal puro se oxida facilmente y reacciona con agua que emite
hidrogeno. Es quimicamente similar al calcio, la fuente mas probable de bario en

la atmésfera, proviene de emisiones industriales.

Dado que normalmente esta presente en forma de particulas, puede ser
eliminado de la atmdsfera por precipitacion hiumeda y deposicion. De acuerdo con
los estudios realizados por la National Academy of Sciences en 1977, que
detectaron cantidades de bario en mas del 99% de las aguas superficiales y
muestras de agua potable (valores promedio de 43 ug/l y 28,6 udll,

respectivamente).

Las formas solubles de sales de bario se absorben rapidamente en sangre
provenientes del tracto intestinal. El bario absorbido en el torrente sanguineo
desaparece en aproximadamente 24 horas. Sin embargo, se deposita en
musculos, pulmones y hueso. Alrededor del 54% de la dosis de bario esta unida a
las proteinas. Una vez absorbido, se almacena principalmente en los huesos,

como el calcio. A medida que se libera, causa sintomas en los sistemas
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corporales. Entre los mas importantes estan el sistema cardiovascular y el
sistema nervioso. Por ello, en dosis bajas, el bario actia como un estimulante
muscular, y en dosis mas alta afecta el sistema nervioso que eventualmente

conduce a la paralisis.

El bario activa la secrecion de catecolaminas de la médula suprarrenal sin
privacién previa de calcio. lgualmente interfiere con el metabolismo del calcio y

puede reemplazarlo en algunos sitios de union a enzimas (Beliles, 1994).

Por otro lado, el zinc es un potente antagonista del bario y protege al
cuerpo contra la toxicidad del bario. El bario es utilizado como medio de contraste
para estudios de Rx del tracto digestivo. Estas pruebas radiolégicas son toxicas y

deben ser evitadas, siempre que sea posible.

Los estudios sobre inhalacion en humanos aun no han sido definidos. La
baritosis se considera una neumoconiosis benigna caracterizada por
radiopacidades intensas diseminadas por todo el pulmén, en trabajadores

expuestos al mineral de barita o al sulfato de bario en el aire.

Un area de incertidumbre cientifica con respecto a la evaluacion del riesgo
no cancerigeno para el bario es la identificacion mas sensible de la toxicidad del
bario en seres humanos, el resultado en animales de experimentacién sugieren
que los efectos renales pueden ser el punto final mas sensible que la
hipertension, de acuerdo con el informe emitido por EPA en 1999 (Agencia de

Proteccion Ambiental).

Otros metales de exposicion ambiental menos importantes en el marco de
la presente tesis doctoral son el platino (Pt), talio (Tl), torio y uranio (U). El platino
(Pt) previene la formacion de radicales libres expuestos a radiacion. Por su parte,

el uranio (U) es nefrotéxico y cancerigeno (Marco, 2003).

José Maria Parmigiani Izquierdo B 59



INTRODUCCION v

1.7 ENFERMEDADES PERIIMPLANTARIAS

El termino enfermedades periimplantarias se refiere colectivamente a los
procesos inflamatorios que tienen lugar en los tejidos que rodean a un implante
dental (Zizmann y Berglundh, 2008).

Las lesiones infecciosas que con mayor frecuencia pueden presentar los
tejidos que rodean los implantes dentales antes de su fracaso o perdida
(movilidad del implante), son la mucositis y la periimplantitis. Estas enfermedades

periimplantarias son bien diferenciadas y generalmente una precede a la otra.

1.7.1 MUCOSITIS

La mucositis periimplantaria se define como una forma reversible de
afeccion inflamatoria de los tejidos blandos que rodean a un implante
oclusalmente funcional, sin signos de pérdida de hueso de soporte (Lang y cols.,
2000).

Clinicamente, se identifica una mucositis cuando se observa un
enrojecimiento e hinchazén del tejido blando alrededor de un implante junto con
sangrado al sondaje y profundidad de sondaje de menos de 4 mm (Laine y cols.,
2006; Renvert y cols., 2007).

Varios estudios experimentales observaron similitud en el desarrollo de las
lesiones de gingivitis y mucositis periimplantarias (Pontoriero y cols., 1994,
Zitzmann y cols., 2011).

1.7.2 PERIIMPLANTITIS

La periimplantitis se define como una enfermedad de origen bacteriano
gue combina una inflamacion de la mucosa y una pérdida de hueso de soporte
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(Zitzmann y Berglundh, 2008).

La lesion mucosa en la periimplantitis, se presenta asociada a menudo con
supuracion, aumento de la profundidad de sondaje y siempre acompafada de
pérdida de soporte 6seo marginal (Lindhe y Meyle, 2008; Norowski y Bumgardner,
2009).

Otros autores detallan como criterio diagnostico de la periimplantitis la
presencia de sangrado al sondaje y profundidad de sondaje mayor que 5 mm con

presencia de perdida 6sea (Karoussis y cols., 2004; Ferreira y cols., 2006).

Sin embargo, las lesiones de periimplantitis cursan clinicamente
semejantes a las periodontitis, pero no asi histologicamente, donde las lesiones
de periimplantitis cursan con un infiltrado inflamatorio mayor (apical a la bolsa) y
esta habitualmente en contacto con el hueso, como asi también, se observa
mayor numero de neutréfilos y macréfagos presentes en regiones perivasculares

distantes a la bolsa periimplantaria (Berglundh y cols., 2011).

1.7.3 FACTORES DE RIESGO PARA LA APARICION DE PERIIMPLANTITIS

Los factores de riesgo relacionados con la periimplantitis son:

Higiene oral deficiente. Flora bacteriana oral
Historia previa de enfermedad periodontal
Habitos toxicos (tabaco y alcohol)

Ausencia de encia queratinizada

Factores genéticos

YV V V V V V

Presencia de enfermedades sistémicas (Diabetes mellitus y otras)

Entre otros factores que facilitan y exacerban el desarrollo de la

periimplantitis, se encuentran una higiene oral deficiente, historia previa de
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periodontitis y tabaco (Lindhe y Meyle, 2008). Otros autores, ponen de
manifiesto que un deficiente control metabdlico de la diabetes, consumo de
alcohol, susceptibilidad genética o caracteristicas de la superficie de implantes
dentales, también aumenta el riesgo de periimplantitis (Norowski Yy
Bumgardner, 2009).

En la actualidad, la tasa de éxito y supervivencia de los implantes dentales
es muy elevada, cerca del 90% (Albrektsson y Donos, 2012), aunque los estudios
mas recientes indican una prevalencia de periimplantitis del 18,8% (Atieh y cols.
2013).

Por otro lado, ademas de los factores endogenos y exdgenos mencionados
que pueden influir o afectar en la zona periimplantaria, se debe tener en cuenta
también factores locales, como presencia de encia queratinizada y tipo de

aleacién seleccionada para la prétesis sobre implantes.

La eleccion del material de la protesis, también parece ser que puede
condicionar el mayor o menor acumulo de bacterias. La terminacion y pulido de
superficies de distintas aleaciones metalicas utilizadas en prétesis dentales
podrian provocar retencion de alimentos y acumulo de bacterias (Macchi, 2002).
Ademas se ha demostrado que la calidad y salud del tejido periimplantario es
mayor en pilares de zirconio-titanio que en aleaciones de oro o platino (Welander
y cols., 2008).

Por otra parte, la acumulacion y composicion de flora bacteriana en la
cavidad oral incidira directamente sobre la zona periimplantaria (Lindhe y Meyle,
2008). La placa bacteriana se compone de una flora diversa. Cambios en la
composicién de esta flora, como el incremento de bacterias Gram negativas
anaerobias (Prevotella Intermedia, Porphyromonas Gingivalis, Fusobacterium,
Capnocytophaga, Aggregibacter Actinomycetemcomitans, entre otras), pueden
provocar un avance rapido de las enfermedades periimplantarias como la

mucositis y la periimplantitis.
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También hay que destacar que pacientes con historia de afectacion
periodontal, presentan unas caracteristicas de susceptibilidad genética,
inmunoldgica y microbiolégica que pueden predisponer a que padezcan también
periimplantitis (Schou y cols., 2006). Las especies patdogenas de la denticion
natural y de los implantes dentales son esencialmente las mismas, sin embargo,
puede haber ligeras diferencias en el nimero y especies presentes (Calzavara y
cols., 2003).

Cabe destacar, en estudios clinicos, que pacientes con una enfermedad
periodontal activa presentan un 25,6% de fracasos de implantes, mientras que los
gue no presentaban enfermedad periodontal sélo un 5,4%, en un estudio de 13

afos de duracion (Rosenberg y cols., 2004).

Por otro lado, en otro estudio de 10 afios, observaron un 100% de éxito en
pacientes sin enfermedad periodontal mientras se reduce al 83,3% en pacientes
con enfermedad periodontal activa (Mengel y cols., 2007).

Otro factor endogeno a analizar es la diabetes, los pacientes geriatricos
diabéticos presentan frecuentemente mas pérdida dental y periodontitis, y la
diabetes, es considerada como una condicidn de riesgo para los implantes
dentales, debido a que existe una menor capacidad de cicatrizacion, producto de
la enfermedad microvascular y de la deteriorada respuesta a la infeccion. Sin
embargo, los pacientes que presentan un buen nivel de glucemia y estan
controlados no suelen presentar una mayor tasa de fracasos implantarios

(Chrcarnovic y cols., 2014).

Otro factor de riesgo importante para el tratamiento implantologico en los
adultos mayores lo constituye el consumo de tabaco (Strietzel y cols., 2007).

Existe suficiente evidencia entre la asociacion del habito de fumar y los
fracasos implantarios. Esta relacién también se manifiesta en las localizaciones

intervenidas con aumento de tejido 6seo. Ademas, el habito de fumar incrementa
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la pérdida de hueso marginal y el desarrollo de periimplantitis (Strietzel y cols.,
2007).

El consumo de tabaco en los adultos mayores esta relacionado con una
mayor incidencia de periodontitis (expresada por el nivel de pérdida ésea

marginal) y de enfermedad coronaria (Alman vy cols., 2011).

La nicotina incrementa los niveles de adhesién plaquetaria, elevando el
riesgo de micro-oclusion vascular e isquemia en los tejidos. Ademas, fumar esta
asociado con la liberacion de catecolaminas que producen vasoconstriccion y
disminuyen la perfusion del tejido. Varios estudios, evidencian al tabaco como
factor de riesgo de mucositis, perdida de hueso marginal y enfermedad

periimplantaria (Fransson y cols., 2008; Roos-Jansaker y cols., 2006).

Por otro lado, otro estudio a 10-15 afios de seguimiento observaron un
78% de periimplantitis en los implantes dentales colocados en fumadores,
mientras que en no fumadores desciende al 64% (Klokkevold y Han, 2007).

Por otra parte, la evidencia cientifica disponible es limitada en
consumidores de alcohol como factor de riesgo en la apariciéon de periimplantitis,
debido a la dificultad de medicién en la poblacién y complejidad en el abordaje.

Por dltimo, las variantes genéticas son consideradas como un factor de
riesgo para la periimplantitis. Polimorfismos de IL-1RN ha sido considerado como
un factor de riesgo de fracaso de implantes (Laine y cols., 2006).

Las citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 1 (IL-1) evidenciaron
tener un amplio espectro de respuesta, que incluye la degradaciéon de la matriz
extracelular. La sobreproduccion de ésta, ha sido implicada como un factor
importante en la patogénesis y manifestacion clinica de la enfermedad
inflamatoria. Los polimorfismos especificos de la IL-1, han sido sugeridos como

determinantes genéticos de periodontitis severas (Andreiotelli y cols., 2008).
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Recientes estudios han indicado que existe un aumento significativo en los
niveles de IL-1 en el fluido crevicular de pacientes con lesiones de peri-implantitis
avanzadas, en comparacion a aquellos con implantes sanos (Severino y cols.,
2016).

1.7.4 RESPUESTA INFLAMATORIA MEDIADAS POR BACTERIAS

El organismo dispone de tres elementos defensivos ante posibles ataques

bacterianos:

» Barreras externas (piel y mucosas).
» Respuesta inespecifica contra microorganismos.

» Respuesta inmunitaria antigeno-especifica.

1.7.4.1 Barreras externas (piel y mucosas)

En los implantes dentales, la union del epitelio con la superficie del implante
es de tipo hemidesmosomal, al igual que la del tejido conectivo, pero la
disposicion de sus fibras es predominantemente longitudinal respecto a la

superficie del implante y no perpendicular como ocurre en el diente natural.

Esta union es relativamente débil de manera que si se destruye, la
contaminacion bacteriana se extiende al hueso de manera directa, provocando su

rapida destruccion (Lindhe y cols., 1992).

1.7.4.2 Respuesta inespecifica contra microorganismos

Los procesos inflamatorios mas importantes se dan en el tejido conectivo,

ya que es un tejido muy irrigado y con alta capacidad de atraccion de células

defensivas contra los agentes externos, por toxicidad de los componentes y
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enzimas bacterianas, e internos por la estimulacion de la inmunidad especifica e
inespecifica del huésped. Cuando los factores o mecanismos defensivos
bioldgicos no son capaces de contener dicha reaccion inflamatoria, se producira la

destruccion del tejido conectivo y 6seo por actividad osteoclastica.

La presencia de placa bacteriana produce una irritabilidad en los tejidos del
huésped, lo que estimula a las células epiteliales para que produzcan citoguinas

proinflamatorias y otros mediadores inflamatorios.

Se produce una tumefaccion de los tejidos y la llegada de leucocitos,
principalmente neutroéfilos, que migran desde los vasos hacia el tejido conectivo y
posteriormente hacia la hendidura crevicular. El aumento del infiltrado leucocitario
en el tejido conectivo produce una degeneracion de los fibroblastos dentro de la
lesion y una destruccion del colageno en el area infiltrada. Si persiste la invasion
bacteriana, se produce también el reforzamiento de la barrera primaria del epitelio
de unién, aumentando las células basales del epitelio de unién y sulcular (Seethal
y cols., 2014). Los macrofagos van a tener una funcion muy importante en la

hendidura ya que se van a encargar de fagocitar los neutréfilos muertos.

Otro de los procesos que ocurren en la defensa inespecifica es la aparicion
de moléculas expulsadas al medio por parte del huésped como también del
agente microbiano que van a influir en el proceso inflamatorio. Asi podemos
encontrar proteasas y proteinasas, colagenasas, fosfatasas acidas, fosfolipasas,
fosfatasas alcalinas en la hendidura que participan en la destruccion de tejidos, e
inhibidores de proteasas que sirven como moduladores de la inflamacion

inactivando la funcién de las proteasas.

También encontramos metaloproteinasas de la matriz (MMP), colagenasa
neutrofila y colagenasa fibroblastica que tienen la capacidad de dividir la triple

hélice de colageno I, Il 'y lll iniciando la degradacion de la matriz extracelular.
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1.7.4.3 Respuesta inmunitaria antigeno-especifica

Esta basada en la respuesta inmunitaria humoral y celular especifica. Los
anticuerpos son dirigidos contra determinados microorganismos bucales. Estos
anticuerpos tienen la funcion de opsonizacion de bacterias y la de unirse

fuertemente a las fimbrias con lo cual previenen una futura colonizacion.

Cuando un antigeno de la placa penetra en el tejido conectivo atravesando
el epitelio de union, las células de Langerhams lo procesan y los alteran de forma

para que sean reconocibles por el sistema inmunitario.

El péptido antigénico se une a complejo de histocompatibilidad y es
reconocido por un Linfocito T helper (CD4+) liberando citoquinas que actuan
llamando a otras células linfoides como son los macrofagos, linfocitos B y

linfocitos T.

Esta respuesta es mucho mas selectiva ante el antigeno, pero al mismo
tiempo es mas dafina para el organismo, produciendo mayor inflamacién y

reabsorcion 6sea que la inespecifica (Meyle y cols., 2015).

1.8 RADICALES LIBRES

Los radicales libres (RL) son moléculas que contienen oxigeno, que en su
estructura atomica presentan un electron impar en el extremo, lo cual le da una

gran inestabilidad (Cheeseman y Slater, 1993; Hernandez, 2012).

Son capaces de extraer electrones de las moléculas vecinas para
completar su orbital, convirtiéndose en altamente reactivos y oxidantes (Simic y

Taylor, 1998; Gutiérrez-Salinas y cols., 2004).

José Maria Parmigiani Izquierdo B 67



INTRODUCCION v

Los radicales libres se producen durante la transferencia de electrones en
la cadena respiratoria de las mitocondrias, los lisosomas, los peroxisomas, asi

como la membrana nuclear, citopladsmica y del reticulo endoplasmaético.

También pueden ser generados por factores externos como contaminacion
ambiental, la exposicidn a radiaciones ionizantes (exposicion solar, accion de RV),
el tabaco, los medicamentos, los aditivos quimicos en alimentos procesados y
algunos xenobidticos ambientales como pesticidas, herbicidas y fungicidas (Finkel
y Holbrook, 2000).

Aungue los radicales libres tienen una vida muy corta (una milésima de
segundo), son tremendamente reactivos y la produccion de radicales libres puede

propagarse con extrema rapidez.

Con el fin de evitar la propagacion de RL, todas las células vivas poseen un
potente dispositivo enzimatico. Estas enzimas, permiten la eliminaciéon de los
radicales antes de que comience su accion destructora sobre los elementos
celulares, activan mecanismos de defensa antioxidantes enddégenos como la
activacion de las enzimas Superoxido-dismutasa (SOD), la Catalasa (Cat) y la
enzima Glutatién Peroxidasa (Gpx).

Por otro lado, para lograr el correcto funcionamiento de estos vitales
sistemas antioxidantes, es necesario asegurar el aporte de los catalizadores que
las activan: Zn™*, Cu™, Mn™", Se, especialmente. El zinc, ademas, entre muchas

actividades enzimaticas, actia como protector de las proteinas y del Glutation.

Si bien es cierto que el oxigeno es imprescindible para los seres aerobios,
éste induce la formacion de los radicales libres, los cuales pueden llegar a causar
diversos efectos adversos en el organismo, debido a la labilidad de la molécula.
Las especies reactivas de oxigeno (ROS), pueden tener origen tanto extracelular

como intracelular (Maldonado y cols., 2010).
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Existen tres tipos de radicales libres:

» Especies reactivas del oxigeno: la mayor parte del oxigeno celular es
reducido a través de reacciones enzimaticas salvo el 2-5% que escapa a la
reduccion quedandose en forma monovalente y de ello resulta la formacién
de radicales libres de oxigeno. Son moléculas altamente reactivas que
atacan constantemente al organismo mediante reacciones bioquimicas de
oxidacion-reduccion. Entre ellas encontramos al anion superoxido, el

peréxido de hidrogeno, el radical hidroxilo y los hidroperoxidos.

Una pequeia descripcion de la formacion de las especies reactivas de
oxigeno seria la siguiente: la reduccion univalente de O, produce el radical
superéxido (O7,) cuya fuente mas importante es la NADPH oxidasa durante el
estallido respiratorio. La reaccion univalente subsecuente genera el peréxido de
hidrogeno (H,O,) a través de la enzima Superéxido-dismutasa (SOD), que
transforma el anion superdxido en perdxido de hidrégeno (H20;) y también puede
formar peroxinitritos (ONOOQO"). Mediante reaccion de Fenton se formaria el radical
hidroxilo (HO"), que es varias miles de veces mas reactivo que el O, y deriva

facilmente a la formacién de nuevos radicales libres.

» Metales de transicion: Son elementos quimicos cuyo atomo tiene una
subcapa “d” incompleta de electrones. Poseen una gran versatilidad
de estados de oxidacion, debido a los numerosos huecos en los orbitales
“d”. Son en general buenos catalizadores formando complejos iénicos.
Pueden formar aleaciones entre ellos y son muy importantes en los

procesos bioldgicos (Fe**, Mn*", Co, Ni, Cu™" son los mas importantes).

» Especies reactivas del nitrogeno (6xido nitrico o didxido nitrico), i6n
hipoclorito y el radical triclometilo son otros radicales libres presentes en la

naturaleza.
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1.8.1 Radicales libres: Repercusion en el organismo

Los radicales libres han sido implicados en una amplia variedad de

trastornos humanos y son conocidos por oxidar biomoléculas, incluyendo ADN,

proteinas, lipidos y carbohidratos (Justo y Venereo, 2002).

» ADN: Sus alteraciones por la interaccion de RL causan mutaciones,

transformacién celular, proliferacion celular incontrolada (Jacob y cols.,
2013), y roturas espontaneas en las cromatidas y pérdida de fragmentos
cromosomicos, llegandose incluso a la pérdida total de determinados
cromosomas (Roche y cols., 1996). El ADN es un objetivo altamente
susceptible al ataque de radicales libres, lo que da lugar a la oxidacion de
sus bases y del anillo del azucar ribosa, produciendo la perdida de la base
y roturas de la cadena (Ames y cols., 1993). Los principales agentes
involucrados en el dafio directo son los radicales HO" y el H,O, (De Mello
Filho y Meneghini, 1985).

Proteinas: Pueden producir la fragmentacion de proteinas alterando su
funcién, estructura, transporte y receptores. El ataque de los RL a
proteinas puede ser difuso, dando lugar a modificaciones generalizadas, o
selectivas mediante ataque a sitios especificos. A nivel general atacan en
diferentes regiones de la estructura proteica y producen alteraciones
estructurales, agregaciones intra o intercaternarias, fragmentacion y/o
desnaturalizacion. Un ejemplo muy frecuente es la peroxidacion lipidica,
formando por ejemplo Malonaldehido (MDA) (Valenzuela, 1991). Los
metales de transicidon participan en el dafio oxidativo (Stadtman y cols.,
1992).

Por otro parte, los radicales libres y sobre todo el radical OH son muy

afines a los aminoacidos presentes en las proteinas, por lo que producen un dafio

oxidativo a nivel de los aminoacidos y entrecruzamientos de cadenas peptidicas,

fragmentacion de la proteina por ruptura de sus enlaces peptidicos y por ultimo,
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formacion de grupos carbonilos, que impiden el normal desarrollo de sus
funciones y conducen a una alta susceptibilidad a la degradacion (Stadtman y
cols., 1992).

Las proteinas modificadas oxidativamente son eliminadas mediante
protedlisis. Sin embargo, algunas proteinas oxidadas pueden presentar una
mayor resistencia a ser eliminadas, lo que contribuye a un acumulo de proteinas
oxidadas y a los efectos dafinos derivados de su mayor concentracion. Se piensa
que las proteinas parcialmente o poco oxidadas presentan una menor resistencia

a la protedlisis que las que estan muy oxidadas (Davies, 1987).

» Lipidos: Los radicales libres atacan a los lipidos de membrana, lo que
podria alterar la permeabilidad, fluidez e integridad de las membranas
celulares. Este proceso se conoce como lipoperoxidacion (Lpx) o
enranciamiento oxidativo y constituye un factor muy importante para el
envejecimiento de células aerdbicas (Sevenian y Hochstein, 1985; Frankel,
1984).

La lipoperoxidacién es un proceso vital para las membranas bioldgicas, ya
gue actia como regenerador de sus enlaces pero su activacion no controlada
esta relacionada con numerosas enfermedades como diabetes, fibrosis pulmonar,
etc; Por tanto, debe destacarse su papel en la aparicion de las enfermedades y

durante su evolucion (Jenkins, 1988).

La lipoperoxidacion tiene tres fases: iniciacion, propagacion y terminacion.
La iniciacion se produce cuando cualquier especie reactiva ataca un atomo de H
del doble enlace de un grupo metileno (CH™ ") de los &cidos grasos poliinsaturados
(PUFA) y genera un radical lipidico (Halliwell y cols,. 1992).

En la propagacion, el radical lipidico tiende a estabilizarse por reordenacion
molecular formando un dieno conjugado que puede sufrir varias reacciones

posteriores. En condiciones aerdbicas favorables reaccionan con el O, formando
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radicales peroxilo (ROQO"). El peroxilo puede sustraer un atomo de hidrégeno de
otra molécula vecina, que podria ser otro PUFA y formaria asi un hidroperéxido
(ROOH) y un nuevo radical libre.

Los radicales ROO™ pueden reaccionar con residuos aminoacidicos de las
proteinas, alterando la funcién de enzimas y de receptores de membrana y

también podrian oxidar el colesterol de las membranas.

El grado de propagacion de la cadena depende de varios factores, entre
ellos la concentracion de O,, la composicion de los &cidos grasos, la relacion
lipido-proteina y la presencia de antioxidantes. Los hidroperéxidos (ROOH) son
los productos primarios de la Lpx y en condiciones fisiologicas son relativamente
estables, aunque sus grupos "OOH se encuentran localizados en medio de la
cadena hidrocarbonada de PUFAs y producen la distorsion del espacio
hidrofébico y por tanto, conducen a una pérdida de la funcién biologica de las
membranas celulares (Richter, 1987).

La Lpx siguen propagandose en la fase de terminacion, donde dos
hidroperdxidos reaccionan ente si formando un tetréxidos, que son inestables y al
romperse generan aldehidos como el MDA (Malonaldehido), un indicador de la

peroxidacion lipidica (Lpx) (Valenzuela, 1991).

Los productos finales de la lipoperoxidacion son aldehidos, gases
hidrocarbonados y varios residuos quimicos, como los n-Alcanales, 2-Alquenales,
incluyendo dentro de estos dultimos el malondialdehido (MDA) y los 4-
hidroxialquenales. EI MDA, formado durante las ultimas etapas de la ruptura de
endoperoxidos durante la reestructuracion intramolecular de los acidos grasos,
puede ser metabolizado a nivel celular, por ejemplo por la aldehido
deshidrogenasa hepatica y esta involucrado en el dafio celular, ya que reacciona
y modifica los residuos aminoacidicos de las proteinas (especialmente la lisina),
gue ataca a los grupos sulfhidrilo (SH) y produce entrecruzamientos intra e
intermoleculares con las proteinas (Valenzuela, 1991).
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En la lipoperoxidacion se producen los 4-hidroxialquenales y en particular
el 4-HNE (4-hidroxinonenal), producto de la oxidacion del acido araquiddnico, que
es muy reactivo, produciendo mutaciones en el DNA y dafios estructurales y

funcionales al reaccionar con las proteinas (Esterbauer y cols., 1991).

» Carbohidratos: Los RL pueden provocar una disminucién del contenido de
adenosin trifosfato (ATP) intracelular, alterando la via glucolitica, inactivando
la via GADPH y disminuyendo los niveles de NAD".

Los monosacéridos, en condiciones fisioldgicas, se autooxidan y forman
cetoaldehidos e intermediarios oxidantes como el radical O,. que es captado por
glucosa e impide su accion sobre otras moléculas. Son productos muy reactivos y

capaces de alterar la estructura espacial de las proteinas (Wolff y Dean, 1987).

1.9 ESTRES OXIDATIVO: SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENDOGENOS-
EXOGENOS

El dafio o estrés oxidativo, se ha definido como la exposicion de la materia
viva a diversas fuentes que producen una ruptura del equilibrio que debe existir
entre las sustancias o factores prooxidantes y los mecanismos oxidantes
encargados de eliminar dichas especies quimicas, ya sea por un déficit de estas
defensas o por un incremento exagerado de la produccién de radicales libres. Por
ello, un desbalance entre la produccién y la eliminacion de radicales libres
produciria alteraciones de la estructura-funcion en cualquier organo, sistema o

grupo celular especializado (Justo y Venereo, 2002).
En la actualidad, numerosas investigaciones demuestran que los RL
participan y desencadenan numerosos mecanismos fisiopatolégicos en procesos

inflamatorios cronicos (Van y cols., 2003).

Los antioxidantes al interaccionar con un RL le ceden un electrén,

José Maria Parmigiani lzquierdo B 73



INTRODUCCION

G

oxidandose a su vez y transformandose luego en un RL débil no toxico, lo que

impide que otras moléculas se oxiden. Su accion la ejercen en la membrana

plasmatica, citosol, nucleo o liquido extracelular, es decir, tanto en medios

hidrofébicos como hidrofilicos.

Los mecanismos de defensa antioxidante son:

» Macromoléculas: inactivan especies reactivas y asi evitan su accion. Entre

ellas encontramos proteinas que acumulan o transportan metales de
transicion como la transferrina, ceruloplasmina, o como oxigeno con la

mioglobina o hemoglobina.

Enzimas antioxidantes: son definidas como sustancias que son capaces, a
bajas concentraciones, de unirse a sustratos oxidables e inhibir o eliminar la
oxidacion de dichos sustratos. Presentan gran afinidad para catalizar a altas
velocidades de reaccion. Entre ellas destaca la Superéxido dismutasa (SOD)
gue produce la dismutacion del O a H20,, la Glutation peroxidasa (Gpx)
gue reduce el peroxido hidrégeno y la Glutation Sulfhidril Transferasa (GST) y
la catalasas que reduce H,0, a H,O; Ademas el tocoferol (vitamina E), o el

ascorbato (vitamina C) actian como antioxidantes.

Cosustratos antioxidantes: empleados por enzimas para poder reducir
parcialmente a los radicales libres y especies reactivas.

a-Glutation: tripéptido con gran facilidad para ceder electrones debido a su grupo

sulfhidrico (-SH) y su potencial redox. Una vez oxidado, se puede regenerar

gracias a la enzima glutation reductasa (GR) que lo reduce en la oxidacion de
NADPH.

b-NADPH: tiene un potencial redox muy negativo y es un importante donador de

electrones e hidrogenos, por lo que puede pasar a su forma NADPH" facilmente y

también utilizarse como cosustrato de otras enzimas.
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» Antioxidantes enddgenos: son moléculas nucleofilicas con gran afinidad
y que se comportan como compuestos muy susceptibles de ser oxidados
por RL. Ofrecen electrones a especies reactivas para que estas no dafien a
macromoléculas. Un ejemplo seria el Glutation (GSH), NADPH, albumina,

acido urico, coenzima Q, bilirrubina y melatonina.

» Antioxidantes exdgenos: provienen de la dieta. Son esenciales, ya que
pueden prevenir la lipoperoxidacion o participar en reacciones enzimaticas
antioxidantes, ya que por ejemplo el Zn™ y Cu™ actlan como cofactores
de enzimas (Krinsky, 1992).

El Glutation (GSH) es ubicuo en todas las células y sus precursores
aminoacidicos se adquieren de la dieta, siendo un potente antioxidante (Valko y
cols., 2011).

Las vitamina C y E interaccionan directamente con los RL y con los
radicales lipidicos. El a-tocoferol es un importante antioxidante lipofilico de la
vitamina E que reduce el dafio oxidativo en membranas bioldgicas, lipoproteinas y
tejidos.

El 4cido ascorbico (vitamina C), es una querolactona, tiene la capacidad de
poder  sufrir rapidamente dos procesos oxidativos  monovalentes
consecutivamente con la formacién del radical semidihidroascorbato como
intermediario, radical relativamente no reactivo. Por otro lado, la vitamina C
interviene en el reciclaje de la vitamina E, reduciendo el radical a-tocoperéxido y

transformandolo de nuevo en a-tocoferol (Weffers y Sies, 1988).

La vitamina A y los carotenoides reaccionan con el radical peroxilo,
radicales OH° y 02° vy otras especies reactivas (Handelman, 2001). Los
elementos trazas (Cu®™, Zn™", Mn™", Fe'", Se) estan presentes en las enzimas
antioxidantes SOD, Cat, Gpx y actuan sinérgicamente para neutralizar el estrés
oxidativo; éstas enzimas necesitaran la disponibilidad de todos estos elementos.
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Tabla 1: Estrés Oxidativo: sistemas antioxidantes y mecanismo de actuacion

Estrés Oxidativo

Sistemas Actividad
antioxidantes
SOD1 Neutraliza O, transformandolo en H,0,
Evita la degradacién del NO
Catalasa Neutraliza O, y el H,0,
Neutraliza el H,0, y lo transforma en agua y oxigeno molecular.
GSH Neutraliza agentes xenobidticos prooxidantes.
Controla la actividad de diferentes enzimas antioxidantes.
Elimina los RLO producidos durante la peroxidacion lipidica.
CoQ10 Tiene accion estabilizante de membranas celulares.
Selenio Cofactor de la GSH-Gpx que neutraliza y elimina los RLO.
Neutraliza hidroperdxidos lipidicos.
Polifenoles Inhiben la susceptibilidad de los LDL a oxidarse
GS Principal agente de defensa celular frente a la oxidacion.
Regenera la Vitamina Cy la A.
Aminoacido esencial, interviene en la multiplicacion y crecimiento
Metionina celular.
Permite la entrada de selenio en la cadena alimenticia (unido
covalentemente a ella).
Taurina Amplia la actividad antioxidante.

L-Cisteina

Elimina H,0,, O,, HOCI, OH.
Estimula la produccién de GSH intracelular.

Neutraliza los RLO (especialmente eficaz frente al O,) y

Vitamina C Agentes pro-oxidantes.

Regenera los niveles de Vitamina E.

Intercepta la accién de los RLO, especialmente la Peroxidacién lipidica.
Vitamina E Protege a la Vitamina A.

Acido Félico

Aceptor de metilos (-CH3). Requiere de la Vitamina C para su
funcionalidad.
Interviene en la sintesis de metionina, otros aminoacidos y purinas.

Centro activo de la SOD (Cu**-Zn™*-SOD).

Zinc Interviene en la proteccion y estabilidad de las membranas frente a los
RLO.
Colabora en la estabilizacién del ADN, ARN y ribosomas.
Vitamina A Intercepta la accién de los RLO, especialmente el O,.
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1.9.1 Mecanismos generales de detoxificacion enddgena a metales pesados

Los metales pesados son compuestos ubicuamente presentes en la
corteza terrestre y muchos de ellos se requieren en cantidades infinitesimales
para la vida. La actividad humana ha producido un aumento de los metales en el
medio terrestre. Por ejemplo, Pb, Cd, Hg"" y Zn™ estan dentro de los 129
contaminantes registrados por la Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados
Unidos (USEPA) y del Programa de Medio Ambiente de Naciones Unidas (UNEP)
(USEPA, 1997; UNEP, 2013). Algunos como el Zn*" actGian como cofactores de la
actividad enzimatica detoxificante (SOD-1, Cu™*/Zn™" dependiente o SOD-2, que
es Mn"" dependiente) (Valko y cols., 2005).

En la presente tesis se evaluo si los implantes dentales y/o amalgamas
incrementa la produccion de peroxidos lipidicos debido a la acumulacién de
metales pesados. El principal mecanismo de toxicidad inducido por metales
pesados es la excesiva produccion de radicales libres (Ercal y cols., 2001), que
son eliminados entre otros mecanismos por la conjugacion con el glutation
reducido (GSH) a través de la bilis (Jozefczak y cols., 2012; Quig, 1998).

Los niveles de selenio son necesarios para reciclar los niveles de
glutation reducido (GSH). El glutation se recicla en la células gracias a los niveles
de selenio, que actia como cofactor necesario para la activacion enzimatica de la
Glutatién peroxidasa (Gpx) (Stohs y Bagchi., 1995).

Por tanto, si el exceso de metales pesados no se elimina de forma
adecuada, se produce una amplificacion de la cascada de radicales libres, que
atacan los lipidos de las membranas bioldgicas formando lipoperéxidos, como el
malonaldehido, (MDA) que ha sido testado en el presente estudio.

Por ello, como indicamos anteriormente, es clave la accion de proteinas
transportadoras de metales como ceruloplasmina (cobre) o transferrina para evitar

la amplificacion de la cascada toxica de los radicales libres en la célula (Valko y
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cols., 2005; Limon-Pacheco y Gonsebatt., 2009).

De hecho, actividades enziméaticas con capacidad detoxificantes como la
de SOD-1 (Superoxido Dismutasa-1), o niveles adecuados tanto de Glutation
(GSH: forma reducida) como de antioxidantes se requieren para prevenir la

toxicidad de los metales pesados (Cabafa-Muioz y cols., 2015a).

Las enzimas Glutation peroxidasa (Gpx), glutation reductasa (GR),
Glutation-S-transferasa, SOD-1 (Superéxido Dismutasa-1), y Catalasa actuan de
forma sinérgica para eliminar radicales libres bajo situaciones homeostéticas o

patolégicas (Valko y cols., 2005; Merino y cols., 2014).

Ademas, el uso de antioxidantes endogenos (vitamina C: Acido ascorbico,
E (Alpha tocoferol), &cido urico y la bilirrubina (Limon-Pacheco y Gonsebalt, 2009)
son también necesarios para promover la reparacion tisular frente a dafios
inducidos en moléculas claves para la célula (ej. lipidos de membrana,
fosfolipidos y el ADN). Consecuentemente, paliarian los efectos tdxicos asociados
a la acumulacion de metales pesados en la célula (Valko y cols., 2005; Limén-
Pacheco y Gonsebalt, 2009).

Se sabe que la enzima glutation peroxidasa requiere del selenio (Se) como
cofactor. El glutation es un tripéptido compuesto de gamma-glutamil-L-cisteina,
gue desempefia una importante funcién como antioxidante en la célula (Gurer y
Ercal., 2000). La Fig. 4 ilustra como la enzima SOD-1 (Cu**/Zn*" dependiente)
elimina el anién superoxido y muestra que la eliminacion del peréxido de
hidrogeno (H20;) se produce por la enzima Glutation peroxidasa (Gpx). Por su
parte, la enzima Glutation reductasa (GR) es necesaria para reciclar los niveles de
glutation en la célula. De hecho, el glutatién reducido (GSH) se requiere para la
eliminacion del metal pesado por conjugacion y asi excretarlo del organismo (Fig.
4).

78 B José Maria Parmigiani lzquierdo



b INTRODUCCION

Figura 4: Sistemas antioxidantes con capacidad detoxificante en la célula
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Figura 5: Adaptado de Andersen JK. Oxidative stress in neurodegeneration: cause or
consequence? Natre Medicine 10 Suppl: S18-S25, 2004.
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La actividad de la enzima Cu™"/Zn"" SOD-1 es necesaria para eliminar el anion
superoxido y también para la formacion de peroxinitrilos. Por su parte, la enzima selenio-
dependiente denomionada Glutation peroxidasa (Gpx), transforma el perdxido de
hidrégeno (H,O,) en agua y oxigeno. Ademas, los niveles de glutation (forma reducida)
deben reciclarse por la actividad Glutation peroxidasa (Gpx)/Glutation reductasa (GR),
para asi evitar su agotamiento. De hecho, los metales pesados se eliminan por
conjugacion con glutation. El antioxidante glutation es un tripéptido compuesto de
glutamato, cisteina que se requiere para la excrecion de metales pesados mediante

conjugacion con Glutation Reducido (GSH) (Jomova y Valko, 2011).

1.10 EFECTOS DE LA INFLAMACION Y DE LA FORMACION DE
LIPOPEROXIDOS EN PACIENTE CON IMPLANTES DENTALES

Los datos epidemiolégicos y la biologia molecular, apuntan hacia el hecho
de que las enfermedades orales tienen efectos importantes sobre la salud general
de los individuos. Cada vez mas las enfermedades periimplantarias de implantes
de titanio y de zirconio, se relacionan con el estrés oxidativo y la inflamacion,

contribuyendo sinérgicamente al dafio celular.

Un estudio realizado en saliva de pacientes con periimplantitis, ha puesto
de manifiesto un aumento del estrés oxidativo, medido en saliva de 28 varones y
42 mujeres sanos con periimplantitis y 10 controles sanos sin periimplantitis. En
éste estudio, el nimero medio de implantes dentales por pacientes fue de 4.7 y
2.7 en el grupo control. Los niveles de malonaldehido aumentaban como indice de
peroxidacion lipidica por reaccion colorimétrica (HPLC) y la actividad MPO
mieloperoxidasa, un indicador indirecto de inflamacion, incrementan en saliva
medidos por ELISA (Sanchez-Siles y cols., 2016).

Por su parte, el aumento de la respuesta inflamatoria local contribuye a la
pérdida de la estabilidad del implante dental. En un reciente estudio, realizado en
pacientes con implantes de zirconio se ha revelado el aumento de los niveles de

las citoquinas profinflamatorias Interleuquina 1 Beta (IL-1B) y Factor de Necrosis
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Tumoral alfa (TNF-a) en los pacientes portadores de implantes dentales de
zirconio en comparacion a los niveles alcanzados en el liquido crevicular de

dientes contralaterales (control).

Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
sobre dichos mediadores proinflamatorios entre 36 pacientes con implantes de
zirconio frente a 9 portadores de implantes dentales de titanio (Coccini y cols.,
2015). Por tanto, una exacerbada respuesta inflamatoria local podria debilitar el

implante si se producen procesos como la gingivitis.

La prevalencia de periimplantitis asociada a implantes de titanio, se estima
que oscila entre un 10-20% en pacientes después 5 afios de su implantacion
(Mombelli y cols., 2012).

Algunos autores, han descrito reacciones inmunes adversas al 6xido de
titanio como agente principal de dichas alteraciones (Jacobi-Gresser y cols.,
2013; Sicillia y cols., 2008).

Por su parte, el analisis del liquido crevicular, es util para evaluar las
respuestas inflamatorias enddgenas locales asociadas a la liberacién de

citoquinas proinflamatorias en la zona periodontal (Cimasoni., 1983).

Varios factores locales secretados por fibroblastos en el endotelio,
desempefian un papel crucial en la respuesta inmune innata y adaptativa frente
a infecciones bucales o dafio tisular por periodontitis. De hecho, altos niveles de
citoquinas como IL-18 aumentan conforme avanza el depdsito de la placa
bacteriana y reflejan directamente la inflamacion local como posibles
marcadores tempranos de inflamacién gingival, asociado a pacientes portadores
de implantes de titanio (Kinane y cols., 1992) y pueden ser indicativos del grado
de patologia (Ramseier y cols., 2016; Javed y cols., 2011; Petkovic y cols.,
2010; Recker y cols., 2015).
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En base a éstos estudios, se sugiere que niveles elevados de
polimorfismos para IL-1B y TNF-a podrian asociarse con pérdida de estabilidad
de los implantes dentales.

Un mediador proinflamatorio es la citoquina IL-6, TNF-a y IL-1B que se
asocia con respuestas inflamatorias locales en pacientes con periimplantitis

(Jacobi-Greisser y cols., 2013).

Otro reciente estudio ha medido los niveles de citoquinas proinflamatorias
IL-6, IL-10, IL-17 y IL-33 en el fluido crevicular periimplantario en pacientes sanos
(n=10), pacientes con mucositis periimplantaria (n=20) y pacientes con
periimplantitis. El analisis de los mediadores proinflamatorios por ELISA indica
que los niveles de citoquinas IL-6, IL-17 e IL-33 aumentan significativamente en el
grupo con periimplantitis frente al grupo control sano. A su vez, las citoquinas
proinflamatorias IL-17 e IL-33 también aumentaban en el grupo con mucositis,
también frente al control. EI aumento de tales niveles locales de citoquinas
proinflamatorias se asocia con una intensificacion de la actividad inflamatoria local

(Severino y cols., 2016).

Por otra parte, la liberacion de iones podria conducir a citotoxicidad o
induce a procesos alérgicos en la zona del implante, ya que los iones metalicos
liberados podrian alcanzar érganos distales y formar haptenos circulante de
complejos metal-proteina, que podrian ser reconocidos por el sistema inmune y
causar reacciones de hipersensibilidad (Case y cols, 1994), especialmente en

aguellos con periimplantitis (Thierse y cols., 2005; Martin, 2004).

Se sabe que macréfagos expuestos a titanio incrementan los niveles de
citoquinas proinflamatorias in vitro (Valles y cols., 2006). La respuesta inflamatoria
es orquestada por varios tipos celulares como osteoblastos/osteoclastos, células
inmunes (macrofagos, linfocitos), fibroblastos y células endoteliales en la zona
periimplantaria (Thewes y cols., 2001; Lee y cols., 2014; Svensson y cols., 2015).
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Jacobi-Gresser y colaboradores han puesto de manifiesto que
polimorfismos genéticos para la citoquina IL-1B predicen el fallo del implante
(Jacobi-Gresser 2013).

Por otra lado, citoquinas quimiotacticas solubles como CCL17 y CCL22 o la
analizada en ésta tesis denominada MCP-1 (Macrophage Colony Factor-1 del
inglés) contribuyen a propagar la inflamacion local y promueven quimiotaxis de
células inmunes bajo inflamacion inducida (Cadosch y cols., 2009). Ademas, el
polimorfismo para IL-1 en fumadores es un predictor clinico de la periimplantitis

(Garcia-Delaney y cols., 2015).

Un reciente meta-andlisis, muestra que los niveles de mediadores
proinflamatorios aumentan significativamente en pacientes con periimplantitis,
frente a aquellos pacientes sanos que portan implantes dentales. La conclusion
del analisis s6lo muestra una moderada evidencia de que los pacientes
portadores de implantes con periimplantitis, aumentan los niveles de citoquinas
proinflamatorias (IL-1B, IL-6, TNF-a) en comparacion a pacientes sanos con
implantes. Por otro lado, el papel de las citoquinas relacionadas con procesos de
osteogénesis o0 el papel de ciertas quimiocinas (citoquinas quimiotacticas) como
posibles predictoras de periimplantitis es todavia muy limitado (Duarte y cols.,
2016).

Sin embargo, no existen estudios clinicos que determinen directamente los
niveles de mediadores proinflamatorios y lipoperoxidos a nivel sistémico tras un
largo periodo de colocacion del implante. Es probable que en pacientes con
implantes y amalgamas dentales, exista migracion de metales pesados a 6rganos
distales que pudiera conducir al aumento sistémico de citoquinas

proinflamatorias, razén por la cual se disefio la presente tesis doctoral.

1.11 MUESTRA DE PELO

Durante la fase de crecimiento, el cabello se expone al entorno interno,
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tales como la sangre, la linfa y los liquidos extracelulares. A medida que el cabello
sigue creciendo y alcanza la superficie de la piel, sus capas externas se
endurecen y bloquea en él, los productos metabdlicos acumulados durante el
periodo de formacion. Este proceso bioldgico proporciona un plan y registro
duradero del contenido de metales y la actividad metabdlica nutricional que se ha

producido durante este tiempo.

Ventajas del analisis del cabello

Y

Es un tejido de depdsito y por lo tanto aporta ventajas al andlisis de suero y
orina.

Es inerte, un tejido estable a la temperatura.

No requiere biopsia.

Puede remitirse al laboratorio por correo de forma sencilla.

Es el medio bioldgico més utilizado en toxicologia.

vV V V VYV V

Método indoloro, 1g pelo parte de la nuca (2 o 3 cm desde cuero

cabelludo).

Figura 6: llustracion de foliculo de pelo. Adaptado de Sobotta. Histologia. 3° Edicion.

2014. Editorial Panamericana.
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El cabello se utiliza como uno de los tejidos de eleccion por parte de la
Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (E.P.A.) en la determinacién de la
exposicién a metales toxicos y concluye, que es mas apropiado que la sangre u
orina para el estudio de la exposicion en la comunidad. Un ejemplo, es el sustrato
elegido para el andlisis de metales pesados como el Hg, que puede ser plasma,

saliva, orina, sangre y pelo.

La mayoria de sustrato son efectivos en caso de intoxicaciones agudas
(sangre y orina), pero el cabello revela una actividad intracelular, que no puede

ser visto a través de la mayoria de otras pruebas.

Ante una exposicion cronica, el pelo alcanza concentraciones mas altas. El
ratio mercurio (Hg) en pelo versus en sangre es 250:1, lo que significa que el valor
del pelo (ppm) se puede multiplicar por 4 para encontrar el valor en sangre (ug/L)

del Gltimo mes.

Por otra parte, otros estudios indican que el pelo puede representar un
material analitico adicional para elementos traza (Cu™y Zn*") para complementar

el suero sanguineo (Follin y cols., 1991).

Las muestras de pelo se toman cortando con tijeras aproximadamente 0.25¢g
de diferentes partes de la zona occipital. Después de rellenar la solicitud junto con
las muestras se envian a un Laboratorio especializado para el estudio por

espectrometria de masas.

En este trabajo de investigacion las muestras se enviaron a laboratorio del
Dr. DATA (EEUU). Doctor’'s Data es un laboratorio pionero en la determinacion
analitica, entre otros, de metales pesados con mas de 35 afios de experiencia en

el testaje de metales pesados y de otras marcadores analiticos.
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1.11.1 MINERALOGRAMA

Se conoce como mineralograma, al analisis realizado en un laboratorio
para conocer el nivel de minerales presentes en el cabello de una persona. El
analisis mineral tisular del cabello o mineralograma, refleja los niveles de
minerales presentes a nivel intracelular, a diferencia de las analiticas

convencionales (sangre, orina, heces), que reflejan niveles extracelulares.

Estos ultimos pueden variar por motivos muy diferentes: ritmos circadianos,
técnicas de muestreo, ejercicio fisico, procesos inflamatorios agudos o cronicos,

procesos infecciosos, situaciones de estrés.

Por el contrario, el mineralograma no esta sujeto a estas fluctuaciones,
razon por la cual es el test de eleccion para determinar el estado mineral de un

individuo y para establecer su perfil metabdlico.

Mediante el mineralograma, puede determinarse el estado mineral de una
persona, lo cual permite establecer su perfil metabdlico y saber qué composicion
de minerales, vitaminas y aminoacidos es mas conveniente para restablecer su

salud.

Por otra parte, las diferentes relaciones entre minerales posibilitan conocer
el estado funcional del sistema neuroendocrino del organismo, lo cual permite

corregir posibles disfunciones antes de que se manifieste un problema orgéanico.

86 B José Maria Parmigiani lzquierdo




-

INTRODUCCION

Figura 7: Mineralograma genérico, resultados de diferentes muestras de metales toxicos

y oligoelementos en pelo

Elementos Toxicos & Esenciales; Pelo

RESULTADO INTERVALO DE LA PERCENTILE
uglg REFERENCIA 68" 95"
Aluminio (Al) 5.0 < 7,0 |—
Antimonio {Sb) <0,01 < 0,066
Arsenico (As) 0,018 < 0,080 M=
Bario (Ba) 0,61 < 1,0 |e—
Berilio (Be) <0,01 < 0,020
Bismuto (Bi) 0,008 < 2,0 p
Cadmio (Cd) < 0,009 < 0,065
Plomo (Pb) 0.40 < 0,80 [me—
Mercurio (Ha) 1.7 < 0,80 |e—
Platino (Pt) < 0,003 < 0,005
Talio (Tl) <0,001 < 0,002
Torio (Th) <0.001 < 0,002
Uranio {U) 0,046 < (),06) [|e—
| Niquel (Ni) 0.54 < 0,20 |(———
Plata {Ag) 0,13 < 0,08 —
Estano {Sn) 0,09 < 0,30 |me-
Titanio (Ti) 043 < 0,60 jm
Total Toxico Representacion —

ELEMENTOS ESENCIALES Y OTROS

ELEMENTOS ESENCIALES Y OTROS
RESULTADO INTERVALO DE LA PERCENTILE
ualg REFERENCIA 25" 16" ['507] 84"  97.5"
Calcio (Ca) 1660 200- 750
Magnesio (Mg) 99 25- 75
Sodio (Na) 60 20- 180
Potasio (K) 18 9- 80
Cobre (Cu) 81 11~ 30
Cinc (Zn) 240 130- 200
Manganeso (Mn) 0,11 0,08- 0,50
Cromo (Cr) 0,25 0,40- 0,70
Vanadio V) 0,019 0,018- 0,065
Molibdeno (Mo) 0,031 0,025- 0,060
Boro (B) 1,2 0,40- 3,0
Yodo (1) 0,56 0,25- 1,8
Litio (Li) 0,006 0,007- 0,020
Fosforo (P) 180 150- 220 ¢ e
Selenio (Se) 0,53 0,70- 1,2 _— e
Estroncio (Sr) 12 0,30- 3,5 A —
Azufre (S) 44900 44000- 50000 _—
Cobalto (Co) 0,018 0,004~ 0,020 — e
Hierro (Fe) 8,5 7,0- 16 am @ = .
Germanio (Ge) 0,021 0,030- 0,040 - eom———
Rubidio (Rb) 0,019 0,011- 0,12 —
Circonio (Zr) 0,014 0,020- 0,44 _—
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2 JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1 JUSTIFICACION

Las amalgamas dentales estdn compuestas por metales pesados como el
mercurio (50%) y plata (40%) y otros metales minoritarios como el estafio (Sn:
8%), cobre (Cu™™) o zinc (Zn™). Por su parte, el implante dental de titanio es una
aleacion de titanio (Ti), aluminio (Al) y vanadio (V) (Ti: Ti-4Al-6V). En principio, las
aleaciones de implantes de titanio se estdn utilizando en el campo de la
implantologia oral y en ortopedia al ser inertes y biocompatibles. Sin embargo,
éste concepto esta cambiando radicalmente, ya que se discute la bioseguridad de
ciertos materiales dentales en los ultimos afios, incluidos los implantes de titanio.
De hecho, la bioseguridad de las nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO;) se ha
discutido en varios estudios. A pesar de la opinién de que son biocompatibles, se
han descrito reacciones adversas provocadas por metales pesados y toxicidad en
lineas celulares humanas de neuronas y astrocitos tras la exposicion al titanio “in
vitro”. Ademas, la liberacion de iones metalicos procedente de ciertos
biomateriales dentales podria producir inflamacion crénica. Considerando que un
aumento del estrés oxidativo (ROS) contribuye a la fisiopatologia de los procesos
inflamatorios cronicos y aumenta el dafio a nivel molecular (ADN, proteinas,
lipidos y carbohidratos), es crucial determinar aquellos posibles biomarcadores
gue pudieran predecir la toxicidad a largo plazo de los implantes de titanio.

Por otra parte, el avance cientifico en el campo y el uso de nuevos
biomateriales ha reducido ostensiblemente la exposicién a metales pesados en el
ambito odontolégico. Sin embargo, y a pesar del uso de medidas reguladoras, aln
persisten casos de susceptibilidad a metales pesados por amalgamas, implantes

dentales y aleaciones utilizadas en proétesis sobre implantes.

La combinacién de aleaciones metalicas en boca, es una reaccion de

deterioro inevitable, que implica mecanismos electroquimicos y alteraciones a
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nivel molecular y celular, que sinérgicamente conducen a una liberacion de iones
metélicos indeseables. Por tanto, conviene extremar al maximo las medidas de
precaucion y seguridad, como también reducir la exposicién cronica a largo plazo

de los metales pesados en el organismo de pacientes con aleaciones dentales.

Consecuentemente, la busqueda de nuevos biomarcadores sistémicos que
pudieran predecir una posible toxicidad sistémica a largo plazo debida a la
exposicion cronica de metales pesados y de biomateriales dentales en el
organismo por corrosion galvanica, podria permitir desarrollar medidas
preventivas destinadas a disminuir en la medida de lo posible la liberacion de
metales a oOrganos distales y asi reducir sus posibles respuestas alérgicas y
toxicas a largo plazo. En base a estas evidencias indirectas, hemos planteado los
presentes objetivos. Los niveles de metales pesados y/o oligoelementos han sido
determinados en pelo por la técnica de espectrometria de masas (ICP-MS); Los
niveles de mediadores inflamatorios han sido cuantificados por ELISA y el estrés

oxidativo se midié por técnicas colorimétricas en la presente Tesis Doctoral.

2.2 OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

» Analizar si la presencia cronica de implantes de titanio en portadores de
amalgamas dentales (A+l), pudiera alterar los niveles de metales pesados
y/o oligoelementos y conducir a una respuesta inflamatoria sistémica
cronica junto a una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo, frente a los

portadores de amalgamas dentales (A).

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos,

que permiten responder a los diferentes aspectos que plantea nuestro estudio:
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1-

Analizar comparativamente los niveles de una serie de metales pesados
(Al, Sb, As, Ba, Be, Bi, Cd, Pb, Hg, Pt, Tl, Th, U, Ni, Ag, Sn, Ti) y de
oligoelementos (Ca*™*, Mg**, Na*, K*, Cu™, zn**, Mn**, Cr, V, Mo, B, I, Li, P,
Se, Sr, S, Fe™", Ge, Rb) en pacientes odontolégicos portadores de
implantes de titanio y amalgamas dentales durante al menos 10 afios en
boca (media: 15 afos), frente a los portadores Unicamente de amalgamas

dentales y controles sanos (sin amalgamas, ni implantes dentales).

Comparar los niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-1B) y de la
quimiocina (citoquina quimiotéctica, MCP-1: Macrophage Colony protein-1)
en pacientes con implantes de titanio y amalgamas dentales (durante al
menos 10 afios en boca, media: 15 afos), frente a los portadores
Ganicamente de amalgamas dentales y controles sanos (sin amalgamas, ni

implantes dentales).

Valorar si existe una mayor susceptibilidad al estrés oxidativo en pacientes
con implantes de titanio y amalgamas dentales (A+l), frente a aquellos
portadores Unicamente de amalgamas dentales (A) debido a cambios
significativos sobre los niveles sistémicos de malonaldehido (MDA) y de

glutatiéon (GSH: forma reducida).

Estudiar si existen diferencias estadisticamente significativas de los ratios
Se/Ag, Se/Hg, Se/Pb entre pacientes con amalgamas e implantes de titanio

(A+]) frente a los portadores Unicamente de amalgamas dentales (A).
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3 MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIALES

Los sujetos involucrados en el presente estudio han sido tratados
odontolégicamente por el doctorando. Los seleccionados fueron correctamente
instruidos para participar en el mismo y dieron su aprobacion mediante la firma del
correspondiente consentimiento informado, manteniéndose su anonimato y

privacidad en todo momento, segun los principios de la declaracién de Helsinki.

Cabe destacar, que el Centro Dental donde se realizé el estudio muestral,
se caracteriza por tratamientos multidisciplinarios por el cual la mayoria de los
pacientes tienen acceso a tratamientos integrales. Por ello, se abordan las
distintas disciplinas de la odontologia y los pacientes siguen un riguroso
seguimiento semestral y anual dependiendo de las necesidades del tratamiento
realizado. De hecho, los portadores de implantes dentales siguen un programa de
mantenimiento estricto de revisiones de 4-6 meses parecido a los pacientes que
han padecido problemas de enfermedad periodontal.

Ademas, la clinica CIROM (Centro de Implantologia y Rehabilitacion Oral
Multidisciplinaria) estd acreditada mediante la normativa espafiola de control de
calidad AENOR por el (certificado CD-2014-001; ER-0569/2014) y normativa
UNE-EN ISO 9001:2008 y UNE 179001-2001, Espafia).

Los pacientes seleccionados para este trabajo de investigacién acudieron
de forma consecutiva a la clinica CIROM para realizar las pruebas muestrales de
conveniencia oportunas.

3. 1.1 Tamafio muestral

En el presente estudio comparativo y analitico, seleccionamos un total de

74 pacientes, 30 hombres (40%) y 44 mujeres (60%), con edades comprendidas
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entre 35 y 65 afios, de los cuales 27 portaban implantes dentales y restauraciones
de amalgamas (grupo A+l, n=27) durante al menos 10 afios (media: 15 afios), 34
con amalgamas dentales Unicamente durante al menos 10 afios (media: 15 afios)
(grupo A, n=34) y 13 controles sin restauraciones de amalgamas y sin implantes

dentales (grupo Cont, n=13).

Los pacientes se eligieron en un rango de edad similar (44 afios como
media del grupo A y Cont.) y 54 afios para el grupo de implantes dentales y
amalgamas (A+l). Se incluyeron pacientes en el grupo (A+l) con al menos un
minimo de un implante de titanio (Ti-6Al-4V) y un méximo de 7 implantes (media:
4 implantes). Por ello, el grupo de pacientes con amalgamas e implantes (A+l)

tiene un numero medio de 4 implantes de titanio y de 4 amalgamas.

En el grupo de portadores de amalgamas dentales (A) hemos incluido un
minimo de 2 restauraciones de amalgamas y un maximo de 8. Por ello, el grupo

con amalgamas dentales tiene una media de 5 amalgamas.

Los pacientes seleccionados tienen un status socio-econdmico medio/alto y
todas viven en el area de Levante en Espafia, siendo la mayoria de la region de
Murcia (60%) y algunos de la provincia de Alicante (40%), Espafia.

El presente disefio experimental carece de un grupo de pacientes
Gnicamente con implantes dentales de titanio, debido a que es inusual la
existencia del mismo, sin la historia de una amalgama previa en el tiempo. La
seleccidon de pacientes por encima de 30 afios de edad que tienen implantes de
titanio, en su mayoria previamente han sido tratados en su infancia o
adolescencia con restauraciones de amalgamas dentales. Por ello, salvo en casos
excepcionales como, accidentes de tréfico, traumatismos dentarios o
anodoncia/oligodoncia, es posible encontrar pacientes Unicamente con implantes

dentales.
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Por otra parte queremos destacar que los pacientes seleccionados para
este estudio carecen de dispositivos de ortodoncia (brackets, arcos, ligaduras,
etc.).

Al comparar la homogeneidad de las muestras del grupo de pacientes con
implantes dentales y restauraciones de amalgamas (n=27), el grupo de pacientes
con amalgamas y sin implantes dentales (n=34) y los individuos controles sin
implantes y sin amalgamas dentales (n=13), observamos que eran homogéneos
respecto a la edad, sexo, consumo de habitos téxicos (tabaco y alcohol) y

situacion demografica.

Cont= Controles (sin implantes dentales y sin amalgamas) n=13
A= Grupo de pacientes con al menos dos amalgama dental n=34
A+I= Grupo de pacientes con implantes y amalgamas dentales n=27

N total=74 pacientes

Figura 8: Descripcion de la muestra de estudio.

[ N total=74

|

Grupo A

Grupo Cont Grupo A+l

Amalgama dental
+

Amalgama
dental

Sin amalgamas
y Implantes

dentales

Sin implantes

N=34

N=13 N=27

3.1.2 Valoraciéon de la muestra

En todos los grupos de pacientes seleccionados se siguidé el mismo criterio
de anamnesis, historia clinica, exploracion clinica y radiografica, donde se

registraron los siguientes datos:
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3.1.2.1 Historia Clinica:

a- Datos personales.

O
T

Caracteristicas socio demograficas.

o
|

Habitos toxicos: consumo de tabaco y/o alcohol.

o
T

Presencia de enfermedades sistémicas concomitantes.

Consumo de medicamentos.

D
]

3.1.2.2 Valoracion dentaria:
Se realiz6 un odontograma completo para cada paciente. Se anotaron
nameros de dientes con restauraciones de amalgamas dentales, ausencias

dentarias y/o implantes dentales.

Figura 9: Imagen intraoral de muestra grupo A.

3.1.2.3 Valoracion periodontal:

El criterio de exploracién fue igual para todos los grupos. Las exploraciones
se realizaron con un espejo bucal plano del niumero 5 (Hy-Friedy®, Madrid,
Espafia) y una sonda periodontal tipo OMS (PCP11 5B) (Hy-Friedy®, Madrid,

Espafa).
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3.1.2.4 Valoracion clinica periodontal y periimplantar:

a- Comprobacion de ausencia de movilidad dentaria.

b- Comprobacién de ausencia de movilidad de implante dental (grupo A+l).

c- Comprobacion de ausencia de dolor a la percusion dentaria o implante.

d- Sondaje y comprobacion de ausencia de sangrado al sondaje periodontal.

e- Comprobacion de ausencia de sangrado al sondaje periimplantario (A+l).

f-  Comprobacion clinica de ausencia de supuracion.

g- Comprobacion de ausencia de hiperplasia o granuloma.

h- Comprobacion de ausencia de inflamacion gingival o edema gingival.

I- Sondaje para comprobar ausencia de bolsa periodontal y periimplantaria
(profundidad de sondaje).

Figura 10: Imagen intraoral y radiovisiografia de muestra grupo (A+l).

3.1.2.5 Estudio radiografico:

Se realizaron radiografias panoramicas a cada paciente para valorar

ausencias de quistes o granulomas periapicales.
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Figura 11: Ejemplo de Rx Panoramica donde se puede apreciar las
restauraciones de amalgamas y los implantes dentales rehabilitados con coronas

de metal ceramica. Grupo (A+l).

Figura 12: Ejemplo de Rx Panoramica donde se observa las restauraciones de
amalgamas sin implantes dentales. Grupo (A).

Figura 13: Ejemplo de Rx Panoramica sin restauraciones de amalgamas y sin
implantes dentales. Grupo control (Cont).
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3.1.3 Criterio de inclusion

Los criterios de inclusion para las pacientes se indican a continuacion.

3.1.3.1 Criterio de inclusién: para el grupo de pacientes con implantes

dentales de Ti y restauraciones de amalgamas (A+l)

» Ser portadores de implantes dentales rehabilitados protéticamente durante

al menos 10 afios.

» Ser portadores de restauraciones de amalgamas durante al menos 10

anos.

» Se incluyeron pacientes con al menos un implante dental de titanio y al

menos dos restauraciones de amalgamas.

» Ausencia de periimplantitis en los implante dentales de pacientes
seleccionados siguiendo los criterios de (Lindhe y Meyle, 2008) del 6°

workshop europeo en periodoncia.

» No ser diagnosticado de enfermedad periodontal segun los criterios del 5°

workshop europeo en periodoncia (Tonetti y Claffey, 2005).

3.1.3.2 Criterio de inclusion del grupo de pacientes con restauraciones de

amalgamas (grupo A)

» Presencia de empastes en boca durante al menos 10 afios (media: 15
afos).

> No ser portador de implantes dentales.

» No ser diagnosticado de enfermedad periodontal segun los criterios del 5°

workshop europeo en periodoncia (Tonetti y Claffey, 2005).
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3.1.3.3 Criterios de inclusion para el grupo control (grupo Cont), sin

implantes dentales y sin restauraciones de amalgamas

» No ser portador de implantes dentales, ni de restauraciones de

amalgamas.

» Ausencia de enfermedad periodontal segun los criterios del 5° workshop
europeo en periodoncia (Tonetti y Claffey, 2005).

3.1.3.4 Criterios de inclusién comunes para los tres grupos

» Ausencia de patologia psiquiatrica o de desordenes neuroldgicos y/o
metabdlicos o patologia tiroidea. Sin tratamiento ni uso de quelantes y sin

presencia de enfermedad hepaticas, renal.

» Ausencia de cualquier enfermedad inflamatoria cronica sistémica.

» Haber firmado el consentimiento informado.

3.1.4 Criterios de exclusion para los tres grupos

» Pacientes con enfermedades metabdlicas o desdrdenes neuroldgicos de
acuerdo al DMS IV.

» Pacientes que han tomado estimulantes, anti convulsionantes o la toma de

drogas psicotrépica atipicas.
» Estar diagnosticado de cualquier enfermedad inflamatoria cronica
sistémica. Ej.: pacientes con enfermedad de Cushing o artritis reumatoide,

ausencia de diabetes, enfermedad tiroidea, etc.

» Habitos toxicos: fumadores y consumidores de alcohol.
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» Ausencia de patologia infecciosa bucal, ej. periimplantitis.

» Ingesta de suplementos dietéticos antioxidantes o0 suplementos

nutricionales en los Ultimos 6 meses antes de la toma del pelo.

> No haber firmado el consentimiento informado.

3.2 METODOS

Todas las exploraciones fueron realizadas por un Gnico profesional
previamente entrenado en el diagnostico y seleccion de los pacientes

involucrados para cada grupo experimental en cuestion.

Las muestras de pelo se tomaron en todos las pacientes, cortando con
tijeras aproximadamente 0.25 g de la zona occipital, y se enviaron al laboratorio
del Dr. DATA (USA) para la determinacion de una serie de metales

pesados/oligoelementos en pelo por Espectrometria de masas (ICP-MS).

Los niveles de metales pesados se midieron por ICP-MS en pg/g (Al, Hg,
Ag, Ba, Sb, As, Be, Bi, Cd, Pb, Pt, Tl, Th, U, Ni, Sn, Ti), asi como los siguientes
oligoelementos determinados (Ca*™*, Mg**, Na*, K*, Cu™, zn™, Mn**, Cr, V, Mo, B,

l, Li, P, Se, Sr, S, Co™, Fe™", Ge, Rb).

En la tabla adjunta, se ilustra un ejemplo representativo de un
mineralograma con sus Vvalores de referencias normales segun estudios
poblacionales para todos los metales/oligoelementos resefiados en nuestro
estudio por el laboratorio de referencia Dr. DATA (USA) y los valores obtenidos de
un paciente en cuestion, medidos en pg/g de pelo.
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Figura 14: Ejemplo ilustrativo de los niveles de metales pesado/oligoelementos

en pelo medidos por espectrometria de masas (ICP-MS).

Elementos Toxicos & Esenciales; Pelo

METALES TOXICOS

RESULTADO INTERVALO DE LA PERCENTILE
ualg REFERENCIA 68" 95"
Aluminio (Al) 42 < 7,0 |— "
Antimonio (Sb) 0,012 < 0,050 ™
Arsenico (As) 0,045 < 0,060 |e———
Bario (Ba) 0,11 < 2,0 =
Berilio (Be) <0,01 P 1
Bismuto (Bi) 0,026 < 2,0pm
Cadmio (Cd) <0,009 < 0,050
Plomo (Pb) 0,07 < 0,60 M=
Mercurio {Ha) 1.4 < 0,80 |—— @
Platino (Pt) <0,003 < 0,005
Talio (T1) 0,001 < 0,002 P
Torio (Th) < 0,001 < 0,002
Uranio (U) 0,028 R PL LTI e O
Niquel (Ni) 0,08 L 21 o
Plata (Ag) 0,51 < 0,15
Estano (Sn) 0,04 < 0,30 p=
Titanio (Ti) 0,58 < 0,70 -—

Total Toxico Representacion

ELEMENTOS ESENCIALES Y OTROS

RESULTADO INTERVALO DE LA PERCENTILE

uala REFERENCIA
Calcio (Ca) 1950 300- 1200
Magnesio (Mg) 300 35- 120
Sodio (Na) 18 20- 250
Potasio (K) 3 8- 75
Cobre (Cu) 14 11- 37
Cinc (Zn) 170 140- 220
Manganeso (Mn) 0,07 0,08- 0,60
Cromo (Cr) 0,28 0,40- 0,65
Vanadio (V) 0,026 0,018- 0,065
Molibdeno (Mo) 0,032 0,020- 0,050
Boro (B) 13 0,25- 1,5
Yodo [0)] 0,36 0,25- 1,8
Litio (Li) < 0,004 0,007- 0,020
Fosforo (P) 161 150- 220
Selenio (Se) 0,39 0,55- 1,1
Estroncio (Sr) 22 0,50- 7,6
Azufre (S) 45000 44000~ 50000
Cobalto (Co) 0,11 0,005~ 0,040
Hierro (Fe) 8,7 7,0- 16
Germanio (Ge) 0,029 0,030- 0,040
Rubidio (Rb) 0,003 0,007- 0,096
Circonio (Zr) 0,056 0,020- 0,42 -

INFORMACION MUESTRA COCIENTES

Por otra parte, se extrajo sangre a los pacientes y se aisl6 el plasma
mediante la centrifugacién a 2700 rpm de la sangre durante 10 minutos para la
posterior determinacion bioquimica de peroxidos lipidicos por TBARS (protocolo
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adaptado de Tiwari, 2013) y de citoquinas proinflamatorias (IL-18 y MCP-1) por
ELISA, para ello, seguimos protocolo adaptado de Merino y cols., 2000. Se
separaron varias alicuotas del plasma para su posterior congelacion y

determinacion de tales parametros.

3.2.1 Técnica de TBARS (peroxidacion lipidica Malonaldehido: MDA)

Los tetroxidos son inestables y pueden formar MDA (Malonaldehido) tras
su degradacién siendo los niveles de MDA un indice directo del grado de
peroxidacion lipidica (Devasagayam y cols., 2003). EI MDA, formado durante las
Ultimas etapas de la ruptura de los peroxidos lipidicos de los acidos grasos ataca
a los aminoacidos de proteinas (ej.: lisina) y a los grupos sulfidrilos (-SH), que
forman parte del glutation y de otros sistemas antioxidantes endogenos. En la
lipoperoxidacion se producen los 4-hidroxialquenales y en particular el 4-HNE (4-
hidroxinonenal), que constituye un oxidacion del acido araquidénico muy reactivo,

que ataca al DNA y reacciona con las proteinas (Devasagayam y cols., 2003).

En nuestro estudio, los niveles de perdxidos lipidicos se han determinado
mediante el procedimiento descrito por Tiwari y cols. (Tiwari y Chopra, 2011).

Brevemente, se introduce el reactivo TBARS en un bafio a 100°C. Para la
cuantificacion se usa una recta patrén de concentraciones conocidas de acido
tiobarbitdrico (TBARS). El reactivo se aflade a todas las muestras a determinar en

tampon con tiobarbitdrico (TBA) a pH 6,8 segun la técnica de Wills (1965).

Posteriormente, se afiade 0,5 ml de TBARS a la fracciébn superior del
plasma (previamente centrifugado a 1300 rpm) y 0.5 ml de Buffer Tris-HCI. Tras
incubacion a 37°C durante 2 horas, se afiade 1 ml de &cido tiobarbitarico (TBA) al
0.67% y tras 10 minutos de incubacion y una vez enfriados, se afiaden 0.5 ml de

agua destilada.
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Finalmente, se mide la absorbancia en placas de Elisa de 96 pocillos a 532
nM. El &cido tiobarbitirico se cuantifica mediante una recta patrén de
concentraciones de &cido tiobarbitdrico MDA conocidos. Los niveles de MDA se
expresan en miliM de malonaldehido (MDA)/mg de proteina y se expresaron como
porcentaje frente al control, segun protocolo descrito por Tiwari y Chopra (Tiwari y
Chopra, 2011).

3.2.2 Determinacion de los niveles de Glutation reducido (GSH)

La concentracién de glutatiéon reducido (GSH) ha sido medido siguiendo el
protocolo descrito por Hissin y Hilf. en 1976 y adaptado de Lopez y colaboradores
(Lopez y cols., 2006). Para ello, se afiadié tampon fosfato 0.1 M mas EDTA 5 mM
(Ph 8.0) y H3PO,4 (25%) a todas las muestras. Para su determinacion (GSH
reducido) se afadieron 200 pl de 40 mM de N-Etilmaleimida y 100 pl de
ortotalaldehido, midiéndose la fluorescencia a 350 nM de excitacién y 420 nM de
emision tras 15 minutos de incubacion a temperatura ambiente (Hissin y Hilf.,
1976). Los resultados se expresan como porcentaje del control (sin

restauraciones de amalgamas y sin implantes de titanio).

3.2.3 Técnica de Bradford para la cuantificacion de proteinas

La concentracion de proteinas se determind antes de realizar los ELISAS,
ya que se cargaron entre 5-10 pg/ml de proteina total segun kit de ensayo de

Bradford comercial.

El ensayo se basa en el cambio diferencial de absorbencia producido
cuando el compuesto azul brillante de Comasiee (G-250 o reactivo de Bradford),
reacciona con los residuos aminoacidicos de las proteinas, y se une
principalmente, a aminoacidos basicos y aromaticos, con lo que se produce un

cambio de absorbancia de 465 nm a 595 nm.
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Bradford demostré que el coeficiente de extincion molar del complejo
formado por la albamina (patrén) es constante durante un rango de concentracion
de 10 veces, con lo que se asegura un apropiado ratio de concentraciones en la
linealidad del patron. Por tanto, la variacion de color sera directamente
proporcional a la cantidad de proteina existente en nuestra muestra, hasta el

rango de linealidad del ensayo (Ultimo punto del estandar).

Para la determinacion de la concentracion de proteinas se cargan 10
microlitros de un estandar de concentraciones crecientes de albumina y 10
microlitros de las muestras a determinar en la microplaca de proteinas. Tras
cargar todas las muestras, se afiaden 200 pl del reactivo de Bradford
(previamente diluido 1:5 en agua MiliQ, y filtrado con papel de filtro en un

embudo).

A continuacién, se deja incubar a temperatura ambiente durante un tiempo
maximo de 60 minutos, después del cual, se procede a la lectura densitométrica
en un lector de microplacas de ELISA (TERMO) a 595 nm de longitud de onda.

En el aparato lector, las muestras son agitadas mecanicamente, durante 10
segundos; a continuacién, se indica la primera lectura de absorbancia para cada
una de las muestras. De esta manera, se calculara la concentracion de proteinas
existente en cada muestra y el volumen a cargar de las mismas en la placa de
ELISA.

3.2.4 Técnica de ELISA para la deteccion de IL-18 y MCP-1

Existe una diversidad de técnicas de ELISA para la deteccion de antigenos
solubles o proteinas de membrana. La técnica de ELISA, se basa en que el
antigeno a determinar (en este caso, Interleuquina IL-18 o MCP-1), es reconocido

especificamente por un anticuerpo primario.
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A su vez, este anticuerpo primario es reconocido por un anticuerpo
secundario, que esta conjugado con la actividad enzimatica de tipo peroxidasa
(POD). Mediante ésta actividad enzimatica, el agua oxigenada (H20,) presente en
el tampodn, se desdobla en H,0 y oxigeno molecular (O;), el cual produce una
reaccion colorimétrica, por la oxidacion del sustrato ortofenilendiaminofosfato
(OPD) (Merino y cols., 2000).

Esta reaccion se ve favorecida por el pH acido del medio, ya que la
actividad catalasa y peroxidasa es optima en un rango de pH de 4,5-5,2.
Finalmente, la intensidad de la reaccion colorimétrica, se cuantifica por
espectrofotometria midiendo la absorbancia a 495 nm de longitud de onda en el
lector de placas de ELISA (TERMO).

Los niveles de IL-18 y de MCP-1 se midieron siguiendo protocolo descrito
por el Dr. Merino (Merino y cols., 2000, 2011) y adaptados del protocolo comercial
empleado (LETI, Barcelona).

Los estandares se diluyen en las proteinas recombinantes (IL-18 o MCP-1,
segun kit) en rango creciente de concentraciones segun kit comercial (LETI,
Barcelona). En ambos casos 50 ul de cada estandar (proteinas recombinantes,
bien IL-18 o MCP-1) se incuban durante 24 horas a 4°C en sendas placas de
ELISA de 96 pocillos. Figura 15.
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Figura 15: placa de ELISA de 96 pocillos para la deteccion de IL-/8 0 MCP-1.

Tras realizar 5 lavados en whasing buffer (buffer de lavado), se proceden a
bloguear los sitios de union inespecifica por la adicion de 100 pl de buffer de
blogueo con albumina (BSA) durante 60 minutos. EIl buffer de bloqueo contiene
0,02% de trimerosal, Tween-20 y PBS (buffer fosfato salino 1x) y 3% de BSA.
Tras realizar 5 lavados con (washing buffer 1X), se afaden los respectivos
anticuerpos primarios durante toda la noche a 4°C en nevera para cada mediador

inflamatorio a todos los pocillos en sendas placas de ELISA.

Para el anticuerpo monoclonal de IL-1B3, se afladen 50 microlitros a 1:500
diluido y de MCP-1 a 1:400 diluidos en buffer de lavado. Tras incubacién durante
60 minutos a temperatura ambiente en camara humidificada, se procede a afiadir
un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa HRP, que reconoce
especificamente el anticuerpo primario concreto (bien para IL-18 o bien para
MCP-1), produciéndose una reaccion colorimétrica por oxidacion del sustrato
OPD.

osé Marfa Parmigiani lzquierdo 111
i




MATERIALES Y METODOS nat

Figura 16: Reactivos (estandares y anticuerpos primarios y secundarios para la
determinacién de IL-18 y MCP-1 en plasma).

Finalmente, se realizan 5 lavados en buffer de lavado y se lee la
absorbancia a 492 o 450 nm la adicion del sustrato colorimétrico de revelado OPD
(Orto-fenilendiamina) en 0.03% de agua oxigenada segun protocolos propios
(Merino y cols., 2011).

Para ello, se afiaden 10 microlitros de OPD por cada 10 ml en buffer citrato
y H20, al 3% (1pl/20 ml) y se procede al revelado durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El buffer citrato contiene 2 volimenes de &cido citrico y
uno de citrato soédico (Merino y cols., 2000). Por ultimo, se lee la absorbancia a
492/450 nM en espectrofotometro y se anotan los valores de absorbancia.
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3.2.4.1 Anticuerpos para IL 1B o MCP-1 (LETI kit, Barcelona)

Los anticuerpos del kit comercial (LETI, Barcelona) reconocen las
citoquinas IL-1B y MCP-1 (Macrophage Colony protein-1) en plasmas mediante
anticuerpos monoclonales especificos. El anticuerpo secundario comercial
reacciona con todas las clases y subclases de inmunoglobulina G y reconoce el
anticuerpo primario monoclonal para IL-1 o0 MCP-1.

Figura 17. Representacion esquematica del fundamento de las técnicas de
ELISA.
Ag= Antigeno (IL-18 o MCP-1)

Sustrato OPD= Ortofenilendiaminofosfato.

Reproducido con la autorizacion de Dr. José Joaquin Merino (Tesis Doctoral)

Anticusrpo Secundarlo
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3.2.5 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos se realizé6 mediante el software (V17.0) y
Sigma Plot 11.0. Para cada grupo experimental, se indica la media de cada metal

pesado/oligoelemento obtenido en pelo y su error relativo.

El error relativo de la media se evalla con la varianza del grupo dividido por
la raiz de n, donde n es el tamafio muestral para cada grupo experimental

(incluidos controles).

La prueba de Levene evalud si existia homogeneidad de varianza. Cuando el test
de Levene muestra un efecto significativo (p<0,05), se presupone que no existe
homogeneidad de varianza (p<0.05) y los datos siguen una distribucion no
paramétrica. Por ello, se realizé un analisis de Kruskal Wallis y el analisis post-
Hoc por el test U de Mann-Whitney entre los diferentes grupos experimentales. El
andlisis de Kruskal Wallis indica la media, el percentil 25% (Q1) y percentil 75%

(Q3) para cada metal o oligoelemento analizado.

Por su parte, cuando el test de Levene indica un efecto no significativo
(p>0,05, n.s), existe homogeneidad de varianza. En éste caso, evaluamos las
posibles diferencias mediante ANOVA y comparamos los diferentes grupos

experimentales mediante analisis post-Hoc de Bonferroni.

Las correlaciones entre variables se han determinado mediante (r) de
Spearman cuando no existe homogeneidad de varianza y mediante (r) de

Pearson en casos de datos con una distribucion homogénea.

Las diferencias son estadisticamente significativas cuando p<0.05 vy

altamente significativas si p<0.01.
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4 RESULTADOS

CAMBIOS EN LOS NIVELES SISTEMICOS DE GLUTATION REDUCIDO (GSH),
MALONALDEHIDO (MDA), CITOQUINAS PROINFLAMATORIAS (IL-1 Beta) y
MCP-1) EN PACIENTES CON IMPLANTES DE TITANIO Y/O AMALGAMAS
DENTALES

En esta seccion de resultados se indica la media y el error relativo para
todos los parametros analizados en los diferentes grupos experimentales, con el

siguiente tamafio muestral:

Cont= Controles (sin implantes dentales y sin amalgamas) n=13
A= Grupo de pacientes con al menos dos amalgama dental n=34
A+l= Grupo de pacientes con implantes y amalgamas dentales n=27

n total=74 pacientes

4.1Niveles de Glutation reducido (GSH)

Los niveles de Glutation reducido (GSH) sistémico disminuyen
significativamente en los pacientes con implantes de titanio y amalgamas dentales
(A+l) frente a los portadores de amalgamas dentales segun indica el analisis de
Mann Withney (p<0,05). Previamente hemos puesto de manifiesto que los
portadores de amalgamas dentales (A) tiene niveles significativamente mas altos
que el grupo control (sin amalgamas y sin implantes dentales, p<0,05; Cabafa-

Mufoz y cols., 2015a).

Dicho descenso podria deberse, quizas, a los elevados niveles de plata
(Ag) evidenciados en dicho grupo (A+l) frente al de portadores Unicamente de
amalgamas dentales (A). Los pacientes con amalgamas mostraron niveles
significativamente mas altos que los controles (p<0.05; dato no mostrado,
Cabafia-Mufioz y cols., 2015a).
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Figura 18: Niveles mas bajos de Glutation reducido y aumento de plata (Ag) en grupo
(A+l) frente a grupo (A).

HA B A+l
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% vs Amalgama (A)
=
o
o

GSH Ag

# p<0.05 vs Amalgama

4.2 TBARS: incremento de los niveles de Malonaldehido (MDA) como indice

de peroxidacion lipidica en pacientes con implantes de titanio y amalgamas
dentales.

Se observa un efecto significativo sobre los niveles sistémicos de perdoxidos
lipidicos (MDA, TBARS) mediante el andlisis de Kruskal Wallis (H=33.64,
p<0.001). El analisis mediante el test de Dunn’s refleja un incremento significativo
de la peroxidacion lipidica en los pacientes con implantes y amalgamas (A+l)
frente a los portadores de amalgamas dentales (A) (p<0,05) y a controles (C),
respectivamente (p<0.05). Sin embargo, los pacientes UGnicamente con
amalgamas dentales no mostraron un efecto significativo frente a los controles
(Cont) (p>0,05, n.s).
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Figura 19: Incremento de peroxidacion lipidica (TBARS) en pacientes con implantes y

amalgamas (A+l) frente a portadores de amalgamas (A) y controles (Cont),
respectivamente

130 - HCont MA WA+
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*p<0.05vs Cont # p<0.05 vs Amalgama

4.3 Aumento significativo de las citoquinas proinflamatorias IL-18 y MCP-1
(Macrophage Colony Protein-1) en pacientes con implantes de titanio y

amalgamas dentales (A+l) frente a los portadores de amalgamas dentales (A)

Se observa un efecto significativo sobre los niveles sistémicos de la
citoquina proinflamatoria IL-1 por ELISA en el analisis de Kruskal Wallis (H=9,37,
p=0.009). El andlisis post-Hoc por Mann Whitney evidencia un aumento
significativo tanto de los niveles sistémicos de IL-1 como de MCP-1 en los
pacientes con implantes y amalgamas (A+l), frente a sus respectivos portadores
de amalgamas dentales (p<0,05) y a sus controles (p<0.05 en ambos casos). Sin
embargo el grupo de amalgamas dentales no mostré ningun efecto significativo en
relacion al grupo control (Cont).

José Maria Parmigiani Izquierdo | 119



RESULTADOS v

Figura 20: Niveles significativos més altos de interleuquina IL-718 y Macrophage Colony

Protein-1 (MCP-1) en pacientes con implantes y amalgamas (A+l) frente a portadores de
amalgamas (A) y controles (Cont)

15 4 m Cont WA B A+l
#

E 13 A
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IL-1 Beta MCP-1
# p<0.05 vs Amalgama *p<0.05 vs Controles

4.4 Cambios sobre los niveles de metales pesados en pacientes

odontoldgicos con implantes de titanio y/o amalgamas.

Los pacientes con implantes y amalgamas dentales tienen niveles mas
altos de plata (Ag) que los portadores de amalgamas dentales (p<0.05, tabla 2, Ag
color azul). Sin embargo, los niveles de metales pesados caracteristicos de las
amalgamas, como mercurio (Hg), zinc (Zn™) o cobre (Cu™™) no aumentan
significativamente en (A+l) frente a aquellos Unicamente con amalgamas dentales
(A) (p>0.05 en todos los casos analizados).
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Previamente, hemos puesto de manifiesto un aumento significativo de
niveles de zinc (Zn™™) en portadores de amalgamas dentales frente a controles
(p<0,05 Cabafa-Mufioz y cols., 2015a), por lo que se omiten los datos del control
en la tabla 2 para evitar la duplicidad de datos previamente publicados (Cabafa-

Mufoz y cols., 2015a).

Por otra parte, los niveles de metales caracteristicos de la aleacion de
implantes de titanio, como aluminio (Al), vanadio (Va) y titanio (Ti), no aumentaron
significativamente en el grupo (A+l), frente a sus respectivos portadores de
amalgamas dentales (p>0,05, n.s, en todos los casos analizados).

Ademas los niveles de titanio no difieren significativamente entre el grupo
(A+l) y el grupo control (Cont, p>0,05 n.s, dato no mostrado). Por su parte, el
grupo con amalgamas replica nuestros hallazgos previos que muestran un
aumento significativo de aluminio (Al) frente a control (Cabafia-Mufioz y cols.,
2015a).

Finalmente, analizamos los metales caracteristicos de las coronas como
son cromo (Cr), cobalto (Co) y niquel (Ni). El andlisis estadistico mostré un
aumento significativo en el grupo (A+l), tanto de (Co) como de (Ni) en portadores
de implantes dentales y amalgamas frente a los portadores de amalgamas
dentales (p<0.05, tabla 2 color azul). Sin embargo, los niveles de cromo (Cr) no

difieren en ambos grupos experimentales (p>0.05, tabla 2, figura 21).
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Tabla 2. Medias y error relativo de los niveles de metales pesados (ug/g de pelo) en

portadores de implantes dentales y amalgamas (A+l) frente a portadores Unicamente de

amalgamas dentales (A)

Metal A A+l p
(hg/g pelo)
Hg 2,58+0,23 3,1+0,34 p>0.05, n.s
Ag 0,08+0,007 0,130,032 # p<0,05
Sn 0,08+0,007 0,11+0,009 p>0.05, n.s
Cut+ 0,31+0.004 0,42+0.05 p>0,05; n.s
Znt+ 216+19,5 202+14,7 p>0,05; n.s
Implantes A A+l P
Ti 0,46+0,062 0,50,077 p>0,05; n.s
Al 4,5+0,9 4,8+0,63 p>0,05; n.s
V 0,06+0,02 0,07+0,03 p>0,05; n.s
Mo 0,027+0,001 0,028+0,002 p>0,05; n.s
Coronas
Ni 0,159+0,04 0,39+0,18# p<0,05
Co 0,017+0,004 0,022+0,039# p<0.05
Cr 0,32+0,015 0,33+0,01 p>0.05; n.s
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Figura 21: Aumento significativo de plata (Ag), cobalto (Co) y niquel (Ni) en portadores
de implantes de titanio y de amalgamas dentales frente a sus respectivos portadores de

amalgamas
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Co mA m A+l
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Dada la relevancia del oligoelemento selenio (Se) en el contexto de esta tesis
Doctoral, hemos analizado sus niveles con metales como el mercurio (Hg), la

plata (Ag) y el plomo (Pb) y sus ratios Se/Hg, Se/Ag y Se/Pb.

4.5 Selenio (Se)

Cabe destacar el efecto significativo observados sobre los niveles de
selenio (Se) segun el analisis ANOVA [F (1,72=3.5; p=0.034)]. El analisis post Hoc
por Bonferroni muestra un descenso significativo entre los portadores de
implantes dentales y amalgamas (A+l) y el grupo con amalgamas (A) (p<0.05).
Sin embargo, los portadores Unicamente de amalgamas dentales tienen niveles

de selenio (Se) similares al grupo control (p>0.05; n.s, figura 22).
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4.6 Relacién entre los ratios de Selenio (Se), con plata (Ag), mercurio Hg) y

plomo (Pb).

El analisis mediante Mann Withney indica un descenso significativo en pacientes
con implantes y amalgamas de los ratios Se/Hg y Se/Ag frente a sus respectivos
portadores de amalgamas dentales (p<0,05). No se evidencié ningun efecto

significativo entre los grupos para el ratio Se/Pb (p<0,05, n.s figura 22 y 23).

Figura 22: Niveles méas bajos de selenio (Se) y bajos ratios Se/Hg, Se/Ag en pacientes

con implantes y amalgamas dentales (A+l) que los portadores de amalgamas dentales(A)
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Figura 23: El ratio Se/Ag decrece en los pacientes con implantes de titanio y amalgamas
dentales (A+l) frente a los portadores Unicamente de amalgamas (A), sin efecto para el

ratio Se/Pb.
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Figura 24: Correlaciones estadisticamente significativas entre metales pesados

(Hg,Ag,Pb) y sus ratios Se/metal pesado por r de Spearman.

Se (A+1)*Ag (A+); r= - 0,47; p=0,01
Se (A+l)* Se/Ag (A+l); r= 0,48; p=0,001

Hg (A+1)*Se/Hg (A+1); r= 0,74; p<0,001
Hg (A+1)*Se/Ag (A+l) r= - 0,48; p=0,01

Ag (A+l)*Se/Ag (A+l); r= - 0,48; p=0,01
Ag (A) Se/Ag (A), r=- 0,5; p=0,02

Ag (cont)*Se/Ag (cont); r= - 0,85; p<0,001

Pb (A+1)*Se/Pb (A+l); r= - 0,74; p=0,001
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Los ratios indicados evidencian importantes correlaciones entre los niveles
de plata (Ag) y selenio y los ratios Se/Ag y Se/Hg en el grupo (A+l) (n=27) y
también se muestran algunas correlaciones relevantes evidenciadas en el grupo

de portadores de amalgamas (A). Figura 24.

Sin embargo, no puede establecerse una relacion causa-efecto directa
entre la deplecion de selenio y las respuestas inflamatorias y/o el aumento de la
susceptibilidad al estrés oxidativos evidenciado por los bajos niveles sistémicos

de GSH y al aumento de lipoperoxidos en el grupo (A+l).

Figura 25: Posibles interrelaciones entre altos niveles de metales pesados (Ag,Co) y la
suceptibilidad al estrés oxidativo y a la inflamacién sistémica evidenciada en los

portadores de implantes de titanio y amalgamas dentales (A+I)

Inflamacion cronica

¢ Toxicidad?
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El aumento de plata (Ag) por galvanismo y su migraciébn a érganos distales podria
aumentar la susceptibilidad al estrés oxidativo asociada al incremento de la peroxidacion
lipidica (MDA), y a la deplecién de Glutation reducido (GSH). Como consecuencia, los
niveles de citoquinas proinflamatorias sistémicas (IL-78 y MCP-1) podrian aumentar en
pacientes con implantes de titanio y amalgamas dentales frente a los portadores
Unicamente de amalgamas. Sin embargo, no podemos establecer una relacion directa
causa-efecto entre el aumento de plata (Ag) y la inflamacion sistémica detectada en los

mismos, incluso a pesar de las correlaciones evidenciadas anteriormente.

4.7 Metales con implicaciones metabdlicas

A continuacion, se indican las medias de una serie de
metales/oligoelementos medidos por ICP-MS en pelo de pacientes con implantes
de titanio y amalgamas dentales (A+l) frente a portadores uUnicamente de
amalgamas dentales (A) y controles (sin amalgamas y sin implantes dentales). El
valor referenciado en las tablas como H corresponde al analisis de Kruskal Wallis.
Tabla 3.
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Tabla 3: Valores medios y error relativo de una serie de oligoelementos relacionados con

funciones metabdlicas medidos por ICP-MS en pelo

Olig. Control
gle%% (Cont)
ca™” 820+235
S 48088426
B 0.59+0.09
Sr 8.7+3.7
Mn™  0.077+0.0068

Fe™ 8+0.62
Ge 0.0285+0.0012
| 1.067+0.27

P 187+8.7

*p<0.05 vs Cont

4.7.1 Calcio (Ca™)

Amalgama (A) Amalgama
+Implante
(A+I)

1259+247 1553+222 *
47151+386 476841286
0.91+0.1* 0.71+0,11

12+3.3 17+2.8 *
0.076%0.0066 0.087+0.04
7.94+0.52 8.81+0.52

0.0285+0.00085 0.0291+0.00087

0.53+0.076 0.84+0.28
187.46+8.1 176.85+9.9
#p<0.05 vs Amalgama

H=7.16, p=0.028
H=3,83, p=0.14;n.s
H=6.19, p=0.045
H=6.09, p=0.047
H=0.76, p=0.68, n.s
H=2.89, p=0.23, n.s
H=0.13, p=0.93, n.s
H=1.24, p=0.53, n.s

H=79, p=0.5, n.s

El andlisis de Kruskal Wallis indica un efecto significativo (H=7,16, p=0.028)

para el calcio. El andlisis post-Hoc indica que los pacientes con implantes y

amalgamas (A+l) mostraban niveles de calcio (Ca™) significativamente mas

elevados que los del grupo control (sin amalgamas y sin implantes) (p<0.05).

Tabla 3.
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Por otro lado, el grupo (A+l) tiende a incrementar sus niveles (Ca™) frente a
los portadores Unicamente de amalgamas dentales (A) (p=0.12, n.s). El grupo con
amalgamas dentales (A) tiende a incrementar sus niveles frente al control (Cont).

Figura 26

Figura 26: Niveles de calcio (Ca™) significativamente mas elevados en pacientes con

implantes y amalgamas dentales (A+l) frente a los controles (Cont)
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*p<0.05vs Cont

4.7.2 Azufre (S)

No se observo un efecto significativo para el azufre (H=3,83, p=0,14, n.s).
El andlisis por Mann Whitney anicamente identifica una tendencia a la
significacién estadistica entre el grupo (A+l) versus (A) (p=0,11, n.s), y no se

observo ningun efecto para el resto de los casos analizados (p>0,05,n.s).
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4.7.3 Boro

El andlisis por Kruskal Wallis evidencia un efecto significativo sobre los
niveles de boro (B) (H=6.19, p=0.045). El analisis post Hoc mediante Mann
Whitney muestra un incremento significativo de los niveles de boro en los

portadores de amalgamas dentales (p<0.05).Figura 27.

Ademas, el grupo (A+l) muestra una alta tendencia a reducir sus niveles de

boro frente al grupo (A) (p=0.056,n.s).

Figura 27: Aumentos significativos de boro (B) en los pacientes Unicamente con

amalgamas dentales (A) frente al grupo control (Cont)
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4.7.5 Estroncio (Sr)

Se evidencia un efecto significativo sobre sus niveles (H=6.096, p=0.047)

mediante analisis de Kruskal Wallis (tabla 3).

Los andlisis post-Hoc por Mann Whitney muestran que los pacientes con
implantes de titanio y amalgamas dentales tienen niveles significativamente méas
elevados que los controles (p<0.05). Ademas, existe una tendencia a aumentar
sus niveles en los portadores de amalgamas dentales frente a los controles
(p=0.11; n.s). Figura 28.

Figura 28: Niveles de estroncio (Sr) significativamente mas elevados en pacientes con

implantes y amalgamas dentales (A+l) frente a controles (Cont)
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4.8 Metales y oligoelementos implicados en funciones psicolégicas
La tabla 4 indica las medias y el error estandar (S.E-M del inglés) de una

serie de oligoelementos medidos en pelo por ICP-MS relacionados con funciones

sicologicas o emocionales.

Tabla 4: Efectos sobre los niveles de litio (Li), rubidio (Rb), sodio (Na*), potasio (K") y

magnesio (Mg™)

Metal Control (Cont) Amalgama (A) Implante+ H

(Mg/g

pelo) Amalgama (A+l)
Li 0,011+0,0014 0.010+0,0016 0,0056+0,002 * # H=6,22, p=0,044
Rb 0,034+0,012 0,051+0,019 0,0285+0,01 # H=6, p=0,05
Na 115,9+75,9 91+21,7 231+69,6 *# H=10, p=0,007

Mg*" 13449 142+30 245136 * # H=11,6, p=0,03
K 28,7412 33121 65,6+17.2* H=5, p=0,082; n.s

*p<0.05 vs Cont #p<0.05 vs Amalgama
4.8.1 Litio (Li)

El analisis de Kruskal Wallis muestra un efecto significativo sobre los
niveles de litio (H=6,22, p=0,044). De hecho, el grupo de pacientes con implantes
de titanio y amalgamas dentales tiene niveles de litio (Li) significativamente mas
bajos que los controles y los portadores de amalgamas (p<0.05, en ambos casos,
tabla 4)

Sin embargo, no se observé un efecto significativo entre pacientes con

amalgamas dentales frente a los controles (p>0,05, n.s, figura 29).

José Maria Parmigiani Izquierdo | 133



RESULTADOS

4.8.2 Rubidio (Rb)

El analisis de Kruskal Wallis muestra un efecto significativo para el rubidio
(Rb) (H=6.06, p=0.05). El analisis de Mann Whitney indica una deplecion
significativa de los niveles de Rb en los pacientes con implantes y amalgamas

dentales frente a los portadores de amalgamas (p<0.05).

Por otro lado, se evidencia una tendencia a la significacion estadistica
entre los portadores de amalgamas dentales y los controles (sin implantes y sin

amalgamas, (p=0.06; n.s, figura 29).

Figura 29: Niveles de litio (Li) y de rubidio (Rb) significativamente mas bajos en pacientes
con implantes y amalgamas dentales frente a sus respectivos portadores de amalgamas

dentales.
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4.8.3 Sodio (Na")

El analisis de Kruskal Wallis indica un efecto significativo para el sodio
(H=10,p=0,007). El analisis mediante multiples comparaciones por el test de
Dunn’s revela un aumento signifivativo en el grupo (A+l), tanto a los portadores de

amalgamas (A) (p<0,05) y control (p<0,05), respectivamente. Figura 30.

Especialmente resefiable es la reduccion significativa de sus niveles en
pacientes con implantes dentales y amalgamas frente aquellos con amalgamas
dentales (p<0.05). Figura 30.

4.8.4 Magnesio (Mg*™")

El analisis de Kruskal Wallis indica un efecto significativo sobre los niveles
del mineral magnesio (Mg™) en pelo (H=11.6, p=0.03). Los portadores de
implantes y amalgamas aumentan significativamente sus niveles frente al grupo
de amalgamas (p=0,048), y al grupo control, respectivamente (sin empastes y sin

implante, p<0.05). Figura 30.

4.8.5 Potasio (K")

El andlisis de Kruskal-Wallis muestra una tendencia a la significacion
estadistica para el postasio (K*) (H=5, p=0.082; n.s). Mediante andlisis de Mann
Whitney se observan niveles significativamente mas altos en los pacientes con
implantes dentales y amalgamas (A+l), frente a los controles (sin amalgamas y sin
implantes, p<0.05). También se detecta una tendencia a incrementar sus niveles
en los pacientes con implantes de titanio y amalgamas frente a los portadores de

amalgamas dentales (A+l) vs (A) (p=0,14; n.s, figura 30).
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G

Figura 30: Niveles significativamente de magnesio (Mg*™) y de sodio (Na*) en pacientes

con implantes y amalgamas (A+l) frente a portadores de amalgamas (A).
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4.9 Metales de exposicion ambiental

Tabla 5: Medias relativas a los niveles de metales pesados de exposicién ambiental (ug/g

de pelo) en portadores de implantes dentales y amalgamas (A+l) y portadores de

amalgamas dentales (A)

Metal Control Amalgama (A) Amalgama +Implante p
s (Cont) (A+) H (KW)
Ba 0,28+0,04 0,57+0,13* 0,92+0,13# H=15,77 p<0,05
Pb 0,2+0,066 0,29+0,063 0,7+0,23 H=2,97 p=0,22; n.s
Cd 0,013+0,0026 0,01+0,005 0,03+0,02 H=3,43 p=0,18; n.s
Sb 0,01 +0,0047 0,016+0,0029 0,013+0,0011 H=0,83 p=0,65; n.s
As 0,031+0.0033 0,033+0,0037 0,028+0,003 H=1,68 p=0,43; n.s
Pt 0,06 +0,0098 0,074+0,0087 0,072+0,002 n.s
T 0,0010+0,0007 0,0011+0,0005 0,0011+0,0008 n.s
Th 0,0011 +0,005  0,0010+0,0088 0,0010+0,006 n.s
u 0,001+0,0006  0,0012+0,0009 0,0011+0,0007 n.s

4.9.1 Bario (Ba)

El andlisis de Kruskal Wallis mostré un efecto significativo (Ba) (H=15.77,
p=0.001). Mediante Mann Whitney se evidencié un aumento significativo en
ambos grupos experimentales con implantes y/o amalgamas en comparaciéon al

grupo control, respectivamente (p<0.05).Tabla 5.

Por otra parte, los pacientes con implantes de titanio y amalgamas
muestran niveles significativamente mas elevados que los portadores de

amalgamas (p<0.05). Figura 31.
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Figura 31: Niveles significativamente mas altos de bario (Ba) en pacientes con implantes

y amalgamas (A+l) frente a portadores de amalgamas (A) y controles (Cont)
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4.9.2 Plomo (Pb) y Cadmio (Cd)

El analisis de Kruskal Wallis no muestra un efecto significativo sobre los
niveles de plomo (Pb) (H=2.97, p=0.22; n.s). Se observd una alta tendencia al
aumento de plomo en los portadores de implantes y amalgamas frente a aquellos

con amalgamas dentales (p=0.11; n.s).

Aungue no se evidencia un efecto significativo para el cadmio (Cd) en
Kruskal Wallis (H=3,43, p=0,18, n.s) (p>0.05), los pacientes con implantes y
amalgamas (A+l) tienen niveles mas elevados que sus portadores con

amalgamas (A), sin alcanzar la significacion estadistica. (p=0.064, n.s).
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Finalmente, no se detectan diferencias estadisticamente significativas para
otros elementos analizados (Mn**, Fe™, Ge, |, P, Sb, As, Pt, As, Sb, P, TI, Th, U,
p>0.05, n.s), cuyas medias y errores relativos se indican en las tablas 4 y 5.

José Maria Parmigiani Izquierdo | 139
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5 DISCUSION

Altos niveles de plata (Ag), de cobalto (Co) y de niquel (Ni) en pacientes con
implantes de titanio y amalgamas dentales frente a los portadores

Unicamente de amalgamas dentales

Hemos incluido pacientes con implantes y/o amalgamas dentales en boca
durante al menos 10 afios, ya que los efectos detrimentales de las amalgamas
dentales se caracterizan por un periodo minimo de 7 a 10 afos (Bellinger y cols.,
2006; Jones y cols., 2007).

Factores como la estabilidad, el estrés mecanico y el propio galvanismo
podrian influenciar la liberacion de iones metélicos en boca (Soussa y cols., 2013;
Barret y cols., 1993; Bishara y cols., 1993). En éste sentido, destacamos los
incrementos significativos de cobalto (Co) y de niquel (Ni), ambos presentes en
las coronas dentales, y el aumento de plata (Ag) de las amalgamas dentales en
pacientes con implantes de titanio (A+l) frente a portadores de amalgamas (A).
Sin embargo no se detectaron diferencias significativos para los niveles de Hg y
aluminio en pacientes (A+l) en relacién a (A). Estos resultados estan de acuerdo
con la ausencia de incrementos observadas para el mercurio (Hg) en saliva de
pacientes odontoldgicos, también medidos por espectrometria de masas

(Camacho-Alonso y cols., 2015).

La superficie del implante dental de titanio y sus aleaciones podrian
aumentar la reactividad y la liberacion de iones metélicos (Bishara y cols., 1993,
Hanawa y cols., 2004; Meling y Odegaard., 2001). Ademas, puede existir
migracion de metales pesados a 6rganos distales (Olmedo y cols. 2003; Martin,
2004). En nuestro estudio Unicamente aumentaban significativamente los niveles
de plata (Ag), lo que sugiere que existe galvanismo en aquellos portadores de
implantes dentales préximos a las restauraciones de amalgamas dentales segun

nuestros hallazgos. De hecho, observamos incrementos significativos tanto de los

José Maria Parmigiani lzquierdo | 143



DiscUSION v

niveles de mercurio (Hg) como de aluminio (Al) en los portadores de (A+l) frente a

sus respectivos controles (datos no mostrados).

Ademas, no se detectaron cambios significativos por este método de
analisis, relativos a los componentes de la aleacidon del implante de titanio (Ti, Al o
V), ni tampoco en los niveles de molibdeno (Mo), lo que en principio apoya la
estabilidad de la aleacion Ti-6Al-4V del implante de titanio (Astrand y cols., 2008;
Kim y cols., 2008).

En nuestro estudio, la tasa de fallo de los implantes a lo largo de los afios
posteriores es nula. Este hecho, estd en concordancia con la ausencia de
cambios significativos detectados sobre los niveles de titanio en 67 pacientes con
artroplastia (Omlor y cols., 2013), en consonancia con la ausencia de efectos
significativos en los niveles de titanio observados en nuestro estudio. Aun cuando,
no podemos comparar la liberacion de titanio (Ti) en cadera/rodilla, con la del
implante dental debido a su mayor superficie de contacto, no se observaron
diferencias significativas en nuestro estudio y relatado sobre los niveles de Ti.

Los pacientes odontologicos del presente estudio tienen implantes
dentales y portan también amalgamas dentales, con sus caracteristicos metales;
por ello, podrian estar expuesto a procesos de galvanismo por la interaccion entre
metales pesados en boca (Agaoglu y cols., 2001; Lim y cols., 2003; Zaffe y cols.,
2003). Por otro lado, las coronas ceramicas y metalicas representan el 75% de las
coronas utilizadas en odontologia (Bertolotti, 1984; Roberts y cols., 2009). Los
niveles de metales de las coronas como niquel (Ni) y cobalto (Co), incrementan
significativamente en el grupo (A+l) frente al grupo (A), sin alcanzar limites de
toxicidad. De hecho, son raros los casos de alergia por niquel en odontologia
(Thomas y Summer, 2015). Otros autores manifiestan que el niquel (Ni) dentro de
la aleacion, es el mas comun a la sensibilidad de Tipo IV, dado que provoca una

dermatitis alérgica al metal (Geis-Gerstorfer y cols., 1993).

Ademas, no se observaron diferencias estadisticamente significativas para

el cromo (Cr). El aumento tanto de cobalto (Co) como de niquel (Ni) observado en
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pelo, estan de acuerdo con el aumento detectado en saliva de pacientes por ICP-
MS (Camacho-Alonso y cols., 2015).

El mercurio (Hg) representa el 50% y la plata (Ag) el 41% en peso de la
amalgama dental (Shraim y cols., 2011, Bjorkman y cols., 2007).

Previamente, hemos puesto de manifiesto que mujeres con amalgamas
dentales aumentan significativamente sus niveles de mercurio (Hg), aluminio (Al),
bario (Ba) y plata (Ag) frente a sus respectivos controles (sin amalgamas y sin
implantes dentales) (Cabafa-Mufioz y cols., 2015 a). Sin embargo, ni el mercurio,
ni los componentes del implante de titanio o de las amalgamas (Zn**, Cu™, Sn)
aumentaban significativamente en pacientes con implantes y amalgamas dentales
(A+l) frente a los de amalgamas (A) en nuestro estudio, a pesar de la ya
reconocida toxicidad del mercurio procedente de las amalgamas dentales en
varios estudios (Zwicker y cols., 2014; Bjorkman y cols., 2007; Richardson y cols.,
2011; Barcelos y cols., 2013; Stejskal y cols., 2013; Chen y cols., 2014; Varkey y
cols., 2014). Tampoco se detectaron cambios significativos para otros metales de
la aleacion (Ti-6Al-4V) en pacientes con implantes de titanio y amalgamas (A+l)

frente a los portadores de amalgama dentales (A).

Dado que los niveles de mercurio en orina reflejan mas bien la exposicion
aguda a metales pesados y desestiman la retencion de mercurio en los 6rganos
internos (Pigatto y cols., 2013), decidimos medir ésta serie de metales pesados
y/o oligoelementos por espectrometria de masas ICP-MS en pelo (Puchyr y cols.,
1998).

De hecho, las determinaciones de mercurio en pelo son fiables y
replicables tal como confirman varios estudios epidemiolégicos (Jones y cols.,
2007; Fakour y cols., 2010; Barghi y cols., 2012; Okati y cols., 2012).

En efecto, existe una correlacion directa entre niveles de mercurio en pelo y
en sangre (Somers y cols., 2015). Por ejemplo, el analisis del mineralograma en
pelo para el mineral Mg*™* es mas fiable que en sangre, debido a que sus niveles
estan dentro de la normalidad en sangre, pero si, refleja su deficiencia en las

células y en los tejidos (Mutter, 2011).
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En este sentido, el estudio clinico de Somers y colaboradores demuestra
por ICP-MS en pelo, que existe una correlacion altamente significativa entre
niveles de mercurio en pelo (pero no de mercurio en orina) y los niveles
sistémicos del antigeno nuclear ANA (marcador de Lupus Eritematoso Sistémico)
en mujeres de edad reproductiva (USA-NHANES estudio; n=1352) (Somers y
cols., 2015).

Sin embargo, el hecho de que no aumenten los niveles de mercurio en
pacientes con implantes de titanio, no excluye que pueda retenerse en 6rganos
como el rifién (Al-Saleh y cols., 2012), o acumulares en cerebro (Barcelos y cols.,
2013; Custodio y cols., 2005; Park y Zheng, 2012).

No obstante, esta posibilidad no puede valorarse por meras cuestiones
éticas que impiden la realizacién de biopsia en nuestro estudio; debemos destacar
que el aumento sistémico de malonaldehido (MDA: indice directo de peroxidacion
lipidica) y de mediadores inflamatorios en los portadores de implantes de titanio y
amalgamas dentales, sugieren la existencia de un mayor estrés metabdlico y la

existencia de capacidad de detoxificacion endégena defectiva.

Los niveles sistémicos reducidos de glutation (GSH: forma reducida) y
descenso de los ratios de Se/Hg y Se/Ag, podrian aumentar los niveles de
lipoperoxidos y de citoquinas proinflamatorias en pacientes portadores de

amalgamas dentales e implantes de titanio con altos niveles de plata (AQ)

El selenio (Se) es un oligoelemento necesario para la actividad enzimatica
de la Glutation peroxidasa (Gpx) (Xiao y cols., 2016). Como los niveles de selenio
(Se) decrecen de forma significativa en pacientes con amalgamas dentales e
implantes de titanio (Ti) frente a los de amalgamas, sugerimos que podrian tener
respuestas antioxidantes endogenas defectivas. Desde esta perspectiva,
pacientes con amalgamas dentales (A), tienen niveles adecuados tanto de selenio
(Se) como de Glutation sistémico (forma reducida); de hecho hemos puesto de
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manifiesto que mujeres con amalgamas dentales evidencian una alta actividad de
la SOD-1 y aumento significativo de Glutation (forma reducida) como respuesta
antioxidante adaptativa para paliar los efectos perniciosos asociados a la
liberacion crénica de los metales pesados (Cabafia-Mufioz y cols., 2015 a). La
plata liberada por galvanismo en pacientes con amalgamas dentales e implantes
podria alcanzar 6rganos distales y promover efectos téxicos (Olmedo y cols.,
2003, Martin y cols., 2004).

Por tanto, los bajos niveles de selenio (Se) detectados en los pacientes
con implantes y amalgamas dentales, podrian conducir a unos mecanismos
endogenos antioxidantes defectivos; posiblemente el incremento de los niveles de
plata (Ag) detectado en el grupo (A+l) podria inducir un aumento tanto de los
niveles de lipoperéxidos como de citoquinas sistémicas en dichos pacientes. De
hecho, el selenito sddico reduce la toxicidad de nanoparticulas de plata (NPs Ag)
“in vitro” (Ma y cols., 2015).

Por tanto, no podemos excluir que los bajos niveles de selenio del grupo
(A+1) reflejen una menor capacidad endogena de eliminacién de ciertos metales
pesados (Ag o Pb). Finalmente, no podemos establecer una relacién causa-efecto
directa entre altos niveles de plata y unos bajos niveles de selenio, incluso a pesar
de las altas correlaciones entre los ratios Se/Hg y Se/Ag con los niveles de

selenio y de ambos metales pesados (Hg, Ag).

Aumento de la suceptibilidad al estrés oxidativo en pacientes con implantes

dentales y amalgamas

Los niveles bajos de Glutatién reducido (GSH) detectados en pacientes con
implantes dentales y amalgamas (A+l) podrian explicarse por los bajos niveles de

selenio (Se) detectados frente a los portadores de amalgamas dentales (A).

Este hecho, sugiere que existe un mayor estrés metabdlico en dichos
pacientes y una inflamacion sistémica cronica exacerbada. Consecuentemente,

los bajos niveles de GSH sistémicos y el aumento de lipoperéxidos sistémicos
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aumentaria la susceptibilidad al estrés oxidativo en pacientes con altos niveles de
plata (A+l).

Como los ratios Se/Hg y Se/Ag decrecen significativamente en el grupo
(A+) frente a los portadores de amalgamas dentales (A), sugerimos que los bajos
niveles de selenio (Se) de los pacientes del grupo (A+l) podrian conducir tanto a
un aumento de los Malonaldehido (TBARS) como de las citoquinas
proinflamatorias sistémicas (IL-1 B y MCP-1), quizas también por los altos niveles

de plata (Ag) observados.

Consecuentemente, la acumulacion de plata podria conducir a un estrés
oxidativo exacerbado debido a los bajos niveles de selenio (Se) evidenciados en

el grupo (A+l) frente a aquellos con amalgamas dentales (A).

Por su parte, el selenio (Se) se requiere para la correcta eliminacion de
metales pesados por conjugacion con Glutation (Stockler-Pinto y cols., 2015). De
hecho, recientemente hemos puesto de manifiesto que la suplementacion con
selenio (Se) en la dieta y los precursores aminoacidicos, aumentan los niveles
sistémicos de Glutation reducido (GSH) y reduce ostensiblemente los niveles de
aluminio (Al), medidos en pelo de pacientes odontologicos por espectrometria de
masas (Merino y cols., 2017). No obstante, también puede inactivarse el mercurio
mediante la formacion de seleniomercuriales, independientemente de los niveles
de Glutation reducido (GSH) (Lytikanen y cols., 2015).

Aungue la formacion de selenoproteinas quizas sélo podria detectarse en
una biopsia, no excluimos que pudiera acumularse en tejidos grasos en forma de
selenoproteinas, lo que justificaria los bajos niveles de selenio observados en

aguellos pacientes con amalgamas e implantes dentales.

De hecho, El-Ansary y colaboradores recientemente, evidenciaron bajos
ratios de Se/Hg en nifios autistas, en pelo medidos por ICP-MS (El-Ansary y cols.,
2017). Por ello, sugerimos que los bajos ratios de Se/Hg y Se/Ag detectados
podrian reflejar alteraciones metabdlicas y una mayor susceptibilidad al estrés
oxidativo en el grupo (A+l) frente al grupo (A).
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Ademas, la suplementacion con selenio en la dieta conduce a la activacion
de sistemas antioxidantes enddgenos con capacidad detoxificante para eliminar
metales pesados (Stockler-Pinto y cols., 2015). Como el selenio no disminuye en
los portadores de amalgamas dentales frente a sus controles, sugerimos que la
excrecion de selenio (Se), tampoco diferencia entre aquellos pacientes con y sin
sintomatologia por contaminacion de mercurio procedente de las amalgamas
dentales (Hol y cols., 2002).

Los bajos niveles de selenio (Se) detectados en los pacientes con (A+l) del
presente estudio estan de acuerdo con el aumento detectado en sangre de ciertos
metales pesados en péjaros de la region de Murcia (Espin y cols., 2014). Los
niveles de plata (Ag) y de selenio (Se) son antagonicos, por lo que no excluimos
que su deplecion cause la acumulacion de otros metales pesados plomo (Pb). Si
existen bajos niveles de selenio, se reduce la capacidad del selenio (Se) para
conjugarse con el Glutatién reducido (GSH) y se eliminaria menos cantidad de
metal pesado (Ag o Pb) en el grupo (A+l). Este hecho podria explicar el aumento
de la inflamacion y de los niveles de lipoperoxidos detectados en el grupo (A+l) en

comparacion al grupo de amalgamas dentales (A).

De hecho, los pacientes con implantes dentales y amalgamas (A+l)
evidencian un aumento casi significativo de los niveles de metales de exposicion
ambiental como cadmio (Cd) o plomo (Pb). En principio, éste inquietante
incremento (Cd, Pb) no se justifica por la liberacion del titanio en los portadores de
implantes y amalgamas dentales, ya que metales constituyentes de la aleacion

del implante de titanio no afectan sus niveles (Ti-6Al-4V).

Por otro lado, dado que el incremento de plomo (Pb) conduce a un
aumento de la peroxidacion lipidica y también decrece la actividad SOD-1 (Eck,
1982), nuestros datos sugieren que el incremento de plomo (Pb) podria aumentar
la peroxidacion lipidica (MDA) en los portadores de implantes dentales (A+l) frente
al grupo con amalgamas (A).
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Finalmente, el aumento de los niveles de bario (Ba) en dicho grupo (A+l),
esta de acuerdo con el incremento del bario (Ba) en dentistas en el ambiente del
area de trabajo del gabinete dental (Khwaja y Abbasi, 2014).

A continuacion, describimos los efectos de la inflamacion medida por
citoquinas proinflamatorias (IL-18 e MCP-1) y el estrés metabdlico asociado a
cambios significativos de los niveles de oligoelementos como el Li, Rb, Na*, K,
Mg y B. De hecho, existe una relacion directa entre deficiencia de selenio y un

aumento de la citocina proinflamatoria IL-6 (Prystupay cols., 2017).

Aumento de la inflamacion sistémica (IL-1B y MCP-1) en pacientes con

implantes de titanio y amalgamas dentales

Aungue los niveles de titanio (Ti) observados, no difieren significativamente
entre los portadores de implantes y amalgamas dentales (A+l) y el grupo de
amalgama (A), varios estudios describen un aumento de la liberacién de
citoquinas proinflamatorias en macrofagos y otros tipos celulares expuestos a

particulas de titanio “in vitro™ (Vallés y cols., 2006; Lai y cols., 2008).

En nuestro estudio, los niveles de citoquinas proinflamatorias (IL-18 y la
citoquina quimiotactica, MCP-1) incrementan en (A+l) versus (A). Estudios
prospectivos muestran que polimorfismos para IL-13 predicen el fallo de los

implantes dentales (Jacobi-Gresser y cols., 2013).

Recientemente, se han descrito respuestas proinflamatorias en células
endoteliales “in vitro® por aumento de interleuquina L-6 via TLR-4 (Toll Like
Receptor-4 del inglés), como consecuencia de la liberacién de cobalto (Co™)
(Anjum y cols., 2016). El aumento de IL-1 sistémico no es consecuencia de la
liberacién de titanio (Ti) en los portadores de implantes y amalgamas dentales y
parece estar mas asociado a la liberacion de plata (Ag) procedente de las
amalgamas dentales, o de cobalto (Co) de las coronas de protesis, por
galvanismo en los pacientes con implantes dentales. En este sentido, Lim y
colaboradores han puesto de manifiesto que existe liberacion de iones
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procedentes de la amalgama dental en contacto con titanio cuando se sumerge
en una solucion de cloruro sodico al 0,9% a 37°C, siendo la superficie del area
asociada al ratio Ti/famalgama de 1/10 1/1 o0 10/1 (Lim y cols., 2003).

Por otro lado, un reciente estudio indica que los niveles de IL-18 y TNF-a
incrementan significativamente en los pacientes con implantes de zirconio en
comparacion a sus niveles detectados en diente (Cionca y cols., 2016). El
aumento de los niveles de IL-1B evidenciado en pacientes con (A+l) esta en
concordancia con un reciente estudio in vitro, en macréfagos derivados de hueso
primario (BMDM) tratados con el inductor de inflamacion denominado

lipopolisacéarido (LPS, 0,01 pg/ml) y/o titanio (Eger y cols., 2017).

Por otra parte, los niveles de IL-13 y MCP-1 no difieren significativamente
entre portadores de amalgamas dentales y controles (sin amalgama y sin
implantes dentales). Este hecho sugiere que la inflamacion solo se produce en
portadores de implantes y amalgamas frente a amalgamas Unicamente,
probablemente por la liberaciéon de iones metélicos (Ag y/o Co) a 6rganos distales
(Olmedo y cols., 2003, 2008), dado el aumento evidenciado para ambos metales

en el presente estudio.

El aumento de la respuesta inflamatoria sistémica en portadores de
amalgamas dentales e implantes del presente estudio, estd de acuerdo con el
incremento de IL-1B detectado en células neurales expuestas a nano particulas
de Oxido de titanio (TiO.,) (Coccini y cols., 2015).

Otro estudio ha revelado, altos niveles de citoquinas proinflamatorias IL-
18, IL-6 y de TNF-a observadas en células polimorfonucleares (PMBC) “in vitro™
procedentes de pacientes con alergia a implantes de titanio (Thomas y cols.,
2013). En nuestro estudio no observamos alergias en los pacientes con implantes
y amalgamas dentales. Un reciente estudio no detectd diferencias
estadisticamente significativas de mediadores inflamatorios entre pacientes con
implantes de titanio y de zirconio, excepto cambios significativos en los niveles de

leptina (Barwacz y cols., 2015).
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El aumento de IL-1B observado en nuestro estudio no parece atribuirse a
fallos de la estabilidad de los implantes a lo largo de los afios, debido a que su
tasa de éxito es del 100% y los niveles de titanio no difieren significativamente
entre los grupos experimentales del presente estudio. Como existe una relacion
directa entre pérdida de estabilidad de los implantes y polimorfismos genéticos
para IL-1B (Geraets y cols., 2014), pensamos que el incremento de IL-13
sistémico observado en pacientes con implantes dentales y amalgamas podria
deberse a la migracion distal de plata y/o cobalto, pero no se justifica ni por el
titanio ni por la presencia de periimplantitis, ya que en el presente estudio hemos

excluido pacientes con enfermedad periodontal y periimplantar.

No obstante, se ha descrito que las nanoparticulas de titanio podrian
inducir estrés oxidativo, citotoxicidad y genotoxicidad (Czajka y cols., 2015, Zhang
y cols., 2015).

Niveles bajos de litio (Li) y rubidio (Rb) y alteraciones en los niveles de
sodio (Na) y de potasio (K) como posibles indicadores de un mayor estrés
en el grupo (A+l)

Se sabe que la deficiencia de litio o rubidio podria asociarse a depresion
(Young, 2017), mientras que el déficit de litio se relaciona con el estado de la
microbiota intestinal (Yano y cols., 2015). A pesar de que los niveles de titanio no
difiere significativamente en nuestro estudio, se ha descrito que la administracion
de nanoparticulas de diéxido de titanio (TiO;) induce a conductas depresivas en
ratas (Cui y cols., 2014).

Hemos detectados en nuestro estudio bajos niveles de los oligoelementos
litio (Li) y rubidio (Rb) medidos por ICP-MS en pelo de pacientes con amalgamas

e implantes dentales (A+l) frente a los portadores de amalgamas (A).

De hecho, la suplementacion dietética con cloruro de rubidio (Rb) actda

sobre el sistema dopaminérgico (Brundusino y Cairoli, 1996), por lo que
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sugerimos que el descenso observado en ambos oligoelementos (Li y Rb) podria

reflejar conductas de ansiedad en pacientes con implantes y amalgamas dentales.

Por otro lado, se ha descrito la correlacion existente entre bruxismo y
estrés (Carvalho y cols., 2008; Ahlberg y cols., 2002), lo que afecta a la calidad de
vida y también al sistema metabdlico y podria alterar los niveles de
neurotransmisores en pacientes (Cavallo y cols., 2016, Rajan y cols., 2017). La
deplecion de litio (Li) y rubidio (Rb) en nuestro estudio podria asociarse a
alteraciones emocionales de ansiedad y bruxismo (Carvalho y cols., 2011),
condicion que afecta al eje hipotalamico-hipofisario adrenal y podria aumentar los

niveles de cortisol.

Varios autores demostraron que el bruxismo esta estrechamente
relacionado con los niveles de estrés en profesionales en entornos de presion
emocional, demostrando que los profesionales de tecnologia de la informacion
sufren bruxismo en una tasa de 59,2% (Rao y cols., 2011). En relaciéon a otros
estudios, también han observado que las personas que son mas sensibles a los
factores de estrés y producen mas hormonas de estrés en respuesta a
situaciones de presion, son mas propensas a sufrir bruxismo (Abekura y cols.,
2011).

Por otra parte, Vanaelst y cols., mostraron que la actividad de la glandula
adrenal (implicada en la respuesta de estrés), se refleja directamente en el
mineralograma (Vanaelst y cols., 2013). De hecho, también, alteraciones
emocionales se han asociado a cambios en los niveles de oligoelementos (Mg*™,
Na®y K*) medidos en pelo (Malter, 2002). Dichos autores, consideran los niveles
de magnesio (Mg™™) y de calcio (Ca™) como minerales que actGan como “anti-
estrés”. Ademas, el aumento de sodio (Na*) y de potasio (K*) en pacientes con
implantes de titanio y amalgamas (A+l) frente a sus respectivos controles, apoya
el hecho de que la deplecion de ambos oligoelementos (Li y Rb) pueda reflejar

conductas bruxistas de ansiedad en el grupo (A+l).

Consecuentemente es conocido, que el estrés metabdlico aumenta los

niveles de la hormona aldosterona, lo que aumenta los niveles de sodio (Na*) y
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conduce a la retencidon de liquidos (Toering, 2017). En nuestro estudio,
observamos un incremento significativo de sodio (Na’) de los grupos
experimentales (A+l) y (A) frente al grupo control (Cont). En este sentido, se
requieren unos niveles fisiolégicos adecuados de sodio (Na*), para mantener una
actividad adecuada de la bomba Na’- K*- ATP- asa, que esta implicada en la
produccion de energia celular y cuya actividad se afecta por altos niveles de
radicales libres (Figtree y cols., 2009). No obstante, el aumento de sodio (Na*) es
equilibrado por incremento de potasio (K'), como mecanismo compensatorio

evidenciados en los pacientes con (A+l) frente a controles (Cont).

Por otra parte, el aumento de los niveles de calcio (Ca*™) en pacientes con
implantes dentales y amalgamas (A+l), podria aumentar la movilizacion del
magnesio (Mg'*) de los depdsitos intracelulares de magnesio (Watts, 1995).
Ademas, el aumento de calcio (Ca'™) podria depositarse en tejidos blandos mas
que en dientes y en hueso (Malter, 2002). Dicho aumento (Ca'™"), tiende a reducir
los niveles de fésforo (P). No obstante, no se observan diferencias

estadisticamente significativas para el fosforo del presente estudio.

Dado que el estrés metabdlico o psicolégico aumenta los niveles de sodio
(Na"), la célula podria movilizar el magnesio (Mg™) y el zinc (Zn') de los
depositos intracelulares como mecanismo compensatorio. En efecto, pacientes
con implantes y amalgamas dentales (A+l) en nuestro estudio, muestran un
aumento significativo de magnesio (Mg*") debido a la mayor movilizacién de los
depdsitos de magnesio (Mg*™") intracelular frente a los portadores de amalgamas
dentales (A) y controles respectivamente. Consecuentemente, esta liberacion

*, junto al sodio (Na*) y al potasio (K*)

sugiere que el aumento de magnesio (Mg
presupone un mayor estrés metabdlico en el grupo de (A+l) que en los portadores
de amalgamas dentales (A). Por el contrario, no observamos diferencias
significativas para el magnesio (Mg'™") en pacientes con amalgamas frente al

control.

Se sabe, que la necesidad de boro (B) es mayor cuando se necesita

responder a un estrés nutricional que afecta negativamente al metabolismo del
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calcio, incluyendo la deficiencia de magnesio (Mg'™) (Nielsen, 1990; Bakken y
Hunt 2003).

El exceso de potasio (K*) podria predisponer a una sobrecarga renal en
pacientes con altos niveles séricos de mercurio (Hg), ya que existen
polimorfismos genéticos para el Glutation (GSH) que reflejan su toxicidad renal
(Al-Saleh y cols., 2012). Sin embargo, los pacientes odontolégicos de nuestro
estudio no presentan historia previa de diabetes, ni enfermedades

cardiovasculares, ni renales.

Por tanto, un control adecuado de su estilo de vida, regulando sus niveles
de estrés y una ingesta adecuada de nutrientes esenciales, podria evitar riesgos
futuros de padecer enfermedades emergentes como fibromialgia o sindrome
quimico multiple, especialmente si existe acumulacion de varios metales pesados

en el organismo (Pigatto y cols., 2013).

Por ultimo, nuestros hallazgos considerados de forma conjunta, indican
que la presencia de implantes de titanio en portadores de amalgamas a largo
plazo podria inducir alteraciones metabdlicas, posiblemente por el déficit de
oligoelementos relacionados con respuestas de estrés metabolicos (Na*, K,

Mg*™, B, Li, Rb) y conducir a un aumento de la suceptibilidad al estrés oxidativo.

Segun lo evidenciado y considerando que la interaccién de distintas
aleaciones en la cavidad bucal es habitual encontrarla en la clinica odontolégica,
el abordaje de la toxicidad cronica de los metales a nivel cientifico y de las
Instituciones gubernamentales es contradictorio, seria recomendable, adoptar el
Principio de Precaucion ante la incertidumbre y controversia, relativas al tema
abordado en la presente tesis Doctoral. Como dice la ENCICLICA PAPAL,
LAUDATO Si, en la cual cita la declaracion de Rio de 1992, que sostiene que:
“cuando haya peligro de dafio grave o irreversible, la falta de certeza cientifica
absoluta no deberda utilizarse como razén para postergar la adopcion de medidas

eficaces”. (Papa Francisco, 2015).
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6 CONCLUSIONES

CONCLUSION GENERAL

Los pacientes con implantes dentales de titanio y amalgamas (A+l) muestran una
mayor susceptibilidad al estrés oxidativo y un aumento de la inflamacion
sistémica, que podria deberse tanto a los bajos ratios de Se/Ag y Se/Hg
evidenciados, como a alteraciones significativas de ciertos oligoelementos frente a

aquellos portadores Unicamente de amalgamas dentales (A).

CONCLUSIONES ESPECIFICAS

1 a) Pacientes con implantes dentales de titanio y amalgamas (A+l) muestran
niveles significativamente mas elevados de plata (Ag) y de bario (Ba), asi como
de niquel (Ni) y cobalto (Co) en pelo, frente a los portadores unicamente de
amalgamas dentales (A). No se observaron cambios significativos para otros

metales pesados analizados (Hg, Zn*™", Cu™, Ti, V, Al).

b) Pacientes portadores de implantes de titanio y amalgamas dentales
(A+l), muestran niveles significativamente disminuidos de ciertos oligoelementos
como el litio (Li) y rubidio (Rb), frente a los portadores Unicamente de amalgamas
dentales (A); hecho que esta en consonancia con el aumento significativo de los
niveles de magnesio (Mg™™) y de sodio (Na*) detectados, frente a sus respectivos

portadores de amalgamas dentales.

c) El aumento significativo de los niveles de calcio (Ca™™), estroncio (Sr) y
de potasio (K*) sugiere una mayor predisposicion a sufrir alteraciones metabdlicas
en pacientes con amalgamas e implantes de titanio (A+l), frente a sus respectivos

controles.

2. El aumento significativo de citoquinas proinflamatorias (IL-18 y MCP-1)
sistémicas, podria asociarse a la presencia cronica de implantes de titanio en los
portadores de amalgamas dentales (A+l), frente a aquellos con amalgamas
dentales (A).
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3. El aumento de los niveles sistémicos de malonaldehido (MDA) y la reduccién
de los niveles de glutation (GSH: forma reducida) detectados, sugiere que los
pacientes con implantes dentales de titanio y amalgamas (A+l), muestran una

mayor susceptibilidad al estrés oxidativo que aquellos con amalgamas dentales

(A).

4. Los pacientes con implantes de titanio y amalgamas dentales (A+l) evidencian
niveles de selenio (Se) significativamente mas bajos y también ratios de Se/Hg y
Se/Ag reducidos, frente a portadores Unicamente de amalgamas dentales (A).
Este hecho, sugiere que se requieren niveles de selenio (Se) adecuados, para
contrarrestar la posible toxicidad asociada a la liberacion de plata a 6rganos

distales en el organismo.
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ANEXOS

8 ANEXOS

8.1 ANEXO

DECLARACION DE HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL
Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos
Adoptada por la
182 Asamblea Médica Mundial, Helsinki, Finlandia, junio 1964
y enmendada por la
292 Asamblea Médica Mundial, Tokio, Japén, octubre 1975
352 Asamblea Médica Mundial, Venecia, Italia, octubre 1983
412 Asamblea Médica Mundial, Hong Kong, septiembre 1989
482 Asamblea General Somerset West, Sudafrica, octubre 1996
522 Asamblea General, Edimburgo, Escocia, octubre 2000

Nota de Clarificacion del Parrafo 29, agregada por la Asamblea General de la
AMM,

Washington 2002

Nota de Clarificacion del Parrafo 30, agregada por la Asamblea General de la
AMM,

Tokio 2004

592 Asamblea General, Seul, Corea, octubre 2008

A. INTRODUCCION
1. La Asociacion Médica Mundial (AMM) ha promulgado la Declaracion de

Helsinki como una propuesta de principios éticos para investigacion médica en

seres humanos, incluida la investigacion del material humano y de informacién
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identificables.

La Declaracién debe ser considerada como un todo y un parrafo no debe ser

aplicado sin considerar todos los otros parrafos pertinentes.

2. Aungue la Declaracion estd destinada principalmente a los médicos, la AMM
insta a otros participantes en la investigacion médica en seres humanos a adoptar

estos principios.

3. El deber del médico es promover y velar por la salud de los pacientes, incluidos
los que participan en investigacibn médica. Los conocimientos y la conciencia del

meédico han de subordinarse al cumplimiento de ese deber.

4. La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al médico
con la férmula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi paciente”, y el
Cddigo Internacional de Etica Médica afirma que: "El médico debe considerar lo

mejor para el paciente cuando preste atencion meédica”.

5. El progreso de la medicina se basa en la investigacién que, en ultimo término,
debe incluir estudios en seres humanos. Las poblaciones que estan
subrepresentadas en la investigacion médica deben tener un acceso apropiado a

la participacion en la investigacion.

6. En investigacibn médica en seres humanos, el bienestar de la persona que
participa en la investigacion debe tener siempre primacia sobre todos los otros

intereses.

7. El propésito principal de la investigacion médica en seres humanos es
comprender las causas, evolucidon y efectos de las enfermedades y mejorar las
intervenciones preventivas, diagnosticas y terapéuticas (métodos, procedimientos
y tratamientos).

Incluso, las mejores intervenciones actuales deben ser evaluadas continuamente
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a través de la investigacion para que sean seguras, eficaces, efectivas, accesibles

y de calidad.

8. En la préactica de la medicina y de la investigacion médica, la mayoria de las

intervenciones implican algunos riesgos y costos.

9. La investigacién médica esta sujeta a normas éticas que sirven para promover
el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y sus derechos
individuales. Algunas poblaciones sometidas a la investigacion son
particularmente vulnerables y necesitan proteccion especial. Estas incluyen a los
gue no pueden otorgar o rechazar el consentimiento por si mismos y a los que

pueden ser vulnerables a coercidn o influencia indebida.

10. Los médicos deben considerar las normas y estandares éticos, legales y
juridicos para la investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual
que las normas y estandares internacionales vigentes. No se debe permitir que un
requisito ético, legal o juridico nacional o internacional disminuya o elimine
cualguiera medida de proteccion para las personas que participan en la

investigaciéon establecida en esta Declaracion.

B. PRINCIPIOS PARA TODA INVESTIGACION MEDICA

11. En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud, la
dignidad, la integridad, el derecho a la autodeterminacion, la intimidad y la
confidencialidad de la informacion personal de las personas que participan en

investigacion.

12. La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los
principios cientificos generalmente aceptados y debe apoyarse en un profundo
conocimiento de la bibliografia cientifica, en otras fuentes de informacion
pertinentes, asi como en experimentos de laboratorio correctamente realizados y

en animales, cuando sea oportuno. Se debe cuidar también del bienestar de los
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animales utilizados en los experimentos.

13. Al realizar una investigacion médica, hay que prestar atencion adecuada a los

factores que puedan dafiar el medio ambiente.

14. El proyecto y el método de todo estudio en seres humanos debe describirse
claramente en un protocolo de investigacion. Este debe hacer referencia siempre
a las consideraciones éticas que fueran del caso y debe indicar como se han
considerado los principios enunciados en esta Declaracion. El protocolo debe
incluir informacién  sobre financiamiento, patrocinadores, afiliaciones
institucionales, otros posibles conflictos de interés e incentivos para las personas
del estudio y estipulaciones para tratar o compensar a las personas que han
sufrido dafios como consecuencia de su participacion en la investigacion. El
protocolo debe describir los arreglos para el acceso después del ensayo a
intervenciones identificadas como beneficiosas en el estudio o el acceso a otra

atencion o beneficios apropiados.

15. El protocolo de la investigacion debe enviarse, para consideracion,
comentario, consejo y aprobacion, a un comité de ética de investigacion antes de
comenzar el estudio. Este comité debe ser independiente del investigador, del
patrocinador o de cualquier otro tipo de influencia indebida.

El comité debe considerar las leyes y reglamentos vigentes en el pais donde se
realiza la investigacion, como también las normas internacionales vigentes, pero
no se debe permitir que éstas disminuyan o eliminen ninguna de las protecciones
para las personas que participan en la investigacidon establecidas en esta
Declaracion. ElI comité tiene el derecho de controlar los ensayos en curso. El
investigador tiene la obligacion de proporcionar informacioén del control al comité,
en especial sobre todo incidente adverso grave. No se debe hacer ningin cambio

en el protocolo sin la consideracion y aprobacion del comité.

16. La investigacion médica en seres humanos debe ser llevada a cabo sélo por
personas con la formacion y calificaciones cientificas apropiadas. La investigacion

200 [ José Maria Parmigiani lzquierdo



- ANEXOS

en pacientes o voluntarios sanos necesita la supervision de un médico u otro
profesional de la salud competente y calificada apropiadamente. La
responsabilidad de la proteccion de las personas que toman parte en la
investigacion debe recaer siempre en un médico u otro profesional de la salud y
nunca en los participantes en la investigacion, aunque hayan otorgado su

consentimiento.

17. La investigacion médica en una poblacion o comunidad con desventajas o
vulnerable sélo se justifica si la investigacion responde a las necesidades y
prioridades de salud de esta poblacion o comunidad y si existen posibilidades
razonables de que la poblacion o comunidad, sobre la que la investigacién se

realiza, podra beneficiarse de sus resultados.

18. Todo proyecto de investigacion médica en seres humanos debe ser precedido
de una cuidadosa comparacion de los riesgos y los costos para las personas y las
comunidades que participan en la investigacion, en comparacion con los
beneficios previsibles para ellos y para otras personas o comunidades afectadas

por la enfermedad que se investiga.

19. Todo ensayo clinico debe ser inscrito en una base de datos disponible al

publico antes de aceptar a la primera persona.

20. Los médicos no deben participar en estudios de investigacién en seres
humanos a menos de que estén seguros de que los riesgos inherentes han sido
adecuadamente evaluados y de que es posible hacerles frente de manera
satisfactoria. Deben suspender inmediatamente el experimento en marcha si
observan que los riesgos que implican son mas importantes que los beneficios
esperados 0 si existen pruebas concluyentes de resultados positivos o

beneficiosos.

21. La investigacion médica en seres humanos s6lo debe realizarse cuando la

importancia de su objetivo es mayor que el riesgo inherente y los costos para la
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persona que participa en la investigacion.

22. La participacién de personas competentes en la investigacion médica debe
ser voluntaria. Aunque puede ser apropiado consultar a familiares o lideres de la
comunidad, ninguna persona competente debe ser incluida en un estudio, a

menos que ella acepte libremente.

23. Deben tomarse toda clase de precauciones para resguardar la intimidad de la
persona que participa en la investigacion y la confidencialidad de su informacion
personal y para reducir al minimo las consecuencias de la investigacion sobre su

integridad fisica, mental y social.

24. En la investigacion médica en seres humanos competentes, cada individuo
potencial debe recibir informacién adecuada acerca de los objetivos, métodos,
fuentes de financiamiento, posible conflictos de intereses, afiliaciones
institucionales del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e
incomodidades derivadas del experimento y todo otro aspecto pertinente de la
investigacion. La persona potencial debe ser informada del derecho de participar
0 no en la investigacién y de retirar su consentimiento en cualquier momento, sin
exponerse a represalias. Se debe prestar especial atencion a las necesidades
especificas de informacion de cada individuo potencial, como también a los
meétodos utilizados para entregar la informacion. Después de asegurarse de que
el individuo ha comprendido la informacion, el médico u otra persona calificada
apropiadamente debe pedir entonces, preferiblemente por escrito, el
consentimiento informado y voluntario de la persona. Si el consentimiento no se
puede otorgar por escrito, el proceso para lograrlo debe ser documentado y

atestiguado formalmente.

25. Para la investigacion médica en que se utilice material o datos humanos
identificables, el médico debe pedir normalmente el consentimiento para la
recoleccion, analisis, almacenamiento y reutilizacion. Podra haber situaciones en

las que serd imposible o impracticable obtener el consentimiento para dicha
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investigacion o podria ser una amenaza para su validez. En esta situacion, la
investigacion solo puede ser realizada después de ser considerada y aprobada

por un comité de ética de investigacion.

26. Al pedir el consentimiento informado para la participacion en la investigacion,
el médico debe poner especial cuidado cuando el individuo potencial esta
vinculado con él por una relacién de dependencia o si consiente bajo presion. En
una situacion asi, el consentimiento informado debe ser pedido por una persona

calificada adecuadamente y que nada tenga que ver con aquella relacion.

27. Cuando el individuo potencial sea incapaz, el médico debe pedir el
consentimiento informado del representante legal. Estas personas no deben ser
incluidas en la investigacion que no tenga posibilidades de beneficio para ellas, a
menos que ésta tenga como objetivo promover la salud de la poblacion
representada por el individuo potencial y esta investigacion no puede realizarse
en personas competentes y la investigaciéon implica s6lo un riesgo y costo

minimos.

28. Si un indivividuo potencial que participa en la investigacién considerado
incompetente es capaz de dar su asentimiento a participar o no en la
investigacion, el médico debe pedirlo, ademas del consentimiento del

representante legal. El desacuerdo del individuo potencial debe ser respetado.

29. La investigacion en individuos que no son capaces fisica o0 mentalmente de
otorgar consentimiento, por ejemplo los pacientes inconscientes, se puede
realizar soOlo si la condicion fisica/mental que impide otorgar el consentimiento
informado es una caracteristica necesaria de la poblacion investigada. En estas
circunstancias, el médico debe pedir el consentimiento informado al representante
legal. Si dicho representante no esta disponible y si no se puede retrasar la
investigacion, el estudio puede llevarse a cabo sin consentimiento informado,
siempre que las razones especificas para incluir a individuos con una enfermedad

gue no les permite otorgar consentimiento informado hayan sido estipuladas en el
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protocolo de la investigacion y el estudio haya sido aprobado por un comité de
ética de investigacion. El consentimiento para mantenerse en la investigacion

debe obtenerse a la brevedad posible del individuo o de un representante legal.

30. Los autores, directores y editores todos tienen obligaciones éticas con
respecto a la publicacion de los resultados de su investigacion. Los autores tienen
el deber de tener a la disposicion del publico los resultados de su investigacion en
seres humanos y son responsables de la integridad y exactitud de sus informes.
Deben aceptar las normas éticas de entrega de informacion. Se deben publicar
tanto los resultados negativos e inconclusos como los positivos o de lo contrario
deben estar a la disposicion del publico..En la publicacion se debe citar la fuente
de financiamiento, afiliaciones institucionales y conflictos de intereses. Los
informes sobre investigaciones que no se cifian a los principios descritos en esta

Declaracion no deben ser aceptados para su publicacion.

C. PRINCIPIOS APLICABLES CUANDO LA INVESTIGACION MEDICA SE
COMBINA CON LA ATENCION MEDICA

31. El médico puede combinar la investigacion médica con la atencion médica,
sélo en la medida en que tal investigacion acredite un justificado valor potencial
preventivo, diagnéstico o terapéutico y si el médico tiene buenas razones para
creer que la participacion en el estudio no afectara de manera adversa la salud de

los pacientes que toman parte en la investigacion.
32. Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de toda intervencion nueva
deben ser evaluados mediante su comparacioén con la mejor intervencion probada

existente, excepto en las siguientes circunstancias:

- El uso de un placebo, o ningun tratamiento, es aceptable en estudios para los

gue no hay una intervencion probada existente.

- Cuando por razones metodoldgicas, cientificas y apremiantes, el uso de un
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placebo es necesario para determinar la eficacia y la seguridad de una
intervencidon que no impligue un riesgo, efectos adversos graves o dafio
irreversible para los pacientes que reciben el placebo o ningun tratamiento. Se

debe tener muchisimo cuidado para evitar abusar de esta opcion.

33. Al final de la investigacién, todos los pacientes que participan en el estudio
tienen derecho a ser informados sobre sus resultados y compartir cualquier
beneficio, por ejemplo, acceso a intervenciones identificadas como beneficiosas

en el estudio o a otra atencion apropiada o beneficios.

34. El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la atencién
que tienen relacion con la investigacion. La negativa del paciente a participar en
una investigacion o su decision de retirarse nunca debe perturbar la relacion

meédico-paciente.

35. Cuando en la atencion de un enfermo las intervenciones probadas han
resultado ineficaces o no existen, el médico, después de pedir consejo de experto,
con el consentimiento informado del paciente o de un representante legal
autorizado, puede permitirse usar intervenciones no comprobadas, si, a su juicio,
ello da alguna esperanza de salvar la vida, restituir la salud o aliviar el sufrimiento.
Siempre que sea posible, tales intervenciones deben ser investigadas a fin de
evaluar su seguridad y eficacia. En todos los casos, esa informacion nueva debe

ser registrada y, cuando sea oportuno, puesta a disposicion del publico.
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8.4 GLOSARIO

Aenor: Agencia espafola de normalizacion de materiales.

Bioacumulacién: El término hace referencia a la acumulacion neta, con el paso
del tiempo, de metales [u otras sustancias persistentes] en un organismo a partir
de fuentes tanto bidticas (otros organismos) como abiéticas (suelo, aire y agua).
Biocompatibilidad: Propiedad de un material o sustancia de poder implantado en
un ser vivo, generalmente en el ser humano, sin producirle efectos indeseables.
Biocompatible: Que es compatible con el organismo humano. Es el material que
puede ser utilizado en algan implante o proétesis.

Biomagnificacion: Tendencia de algunos productos quimicos a acumularse a lo
largo de la cadena trofica, exhibiendo concentraciones sucesivamente mayores al
ascender el nivel trofico. La concentracion del producto en el organismo
consumidor es mayor que la concentracion del mismo producto en el organismo
consumido.

Biomarcadores: Biomarcador o marcador biologico es aquella sustancia utilizada
como indicador de un estado biologico. Debe poder medirse objetivamente y ser
evaluado como un indicador de un proceso biol6gico normal, estado patogénico o
de respuesta a un tratamiento farmacologico.

Biomonitorizar: La biomonitorizacion en humanos esta definida como la
estimacion de la exposicion a sustancias quimicas presentes en el medio
ambiente mediante la medida directa de dichas sustancias o de sus derivados en
muestras biolégicas como sangre, orina, pelo, etc.

Catalasa: Es una enzima perteneciente a la categoria de las
oxidorreductasas que cataliza la descomposicion del peréxido de
hidrégeno (H,0,) en oxigenoy agua. Esta enzima utiliza como cofactor al
grupo hemo y al manganeso.

Ciclo Nictemeral: Ritmo biolégico de los seres vivos.

Osteointegracion: Unidn mecanica firme, directa, estable y duradera entre un
hueso vivo y un biomaterial.

Pasivacion: Formacion de una pelicula relativamente inerte, sobre la superficie

de un material que lo enmascara frente a la accién de agentes externos.
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Toxicidad: Es la capacidad de cualquier sustancia quimica de producir efectos
perjudiciales sobre un ser vivo, al entrar en contacto con él.

Toxicos: Son moléculas ajenas al organismo que pueden bloquear los
mecanismos celulares. Ej: metales pesados (Cd, Plomo, Hg, etc.); contaminantes
(pesticidas, detergentes, disolventes, etc.); medicamentos y contaminacion
electromagnética.

Toxinas: Proceden casi siempre de un organismo vivo. Pueden acumularse de
eliminacién en los diferentes emuntorios del organismo (piel, rifiones, pulmones e
intestino).

Xenobiéticos: deriva del griego xeno (‘extrafio’) y bio (‘vida'). Se aplica a los
compuestos cuya estructura quimica en la naturaleza es poco frecuente o
inexistente debido a que son compuestos sintetizados por el ser humano en el
laboratorio. La mayoria han aparecido en el medio ambiente durante los ultimos
200 anos.

Hapteno: El hapteno es una molécula de xenobidticos (exterior al cuerpo)
pequefio (menos de 1000 daltons), electrofilico (electrones codicioso), capaces de
cruzar facilmente la barrera de la piel. El hapteno tiene, por definicion, los grupos
funcionales quimicamente reactivos, de manera primaria o después de
metabolismo de la piel. Por tanto, es capaz de unirse a las proteinas epidérmica
grande, mediante la union a los grupos amino de los aminoacidos que llevan
(NH>) o tiol (SH) nucledfilos, donantes de electrones. Esto conducira a la
formacion de una proteina "haptenizada” o simplemente el alérgeno real, que
puede ser presentado a las células inmunes especificas.

MPO: Mieloperoxidasa, es una enzima encontrada en los granulos de neutrofilos
polimorfonucleares (PMN) y se utiliza para estimar el nimero de granulos de PMN

en los tejidos. La actividad MPO refleja indirectamente el nivel de la inflamacion.
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