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2. RESUMEN

La inflamacion y el dolor son problemas frecuentes que sufre el paciente y a los
que debe hacer frente el profesional tras la realizacién de tratamientos quirdrgicos. Por
otra parte la ausencia de densidad Osea suficiente es la principal limitacion a la hora
de realizar tratamientos implantoldgicos exitosos reduciendo los tiempos de espera. La
exodoncia quirtrgica de los terceros molares inferiores retenidos es un modelo
caracteristico en el que se produce inflamacion y dolor tempranos, seguido de un
proceso de curacion Gsea del lecho alveolar de varios meses de duracién. Varios
estudios han demostrado las propiedades antiinflamatorias y analgésicas tempranas
de la melatonina, asi como su efecto osteogénico y osteodiferenciador, reduciendo el
periodo de curacidon. Por este motivo se realiza el presente ensayo clinico
aleatorizado, a triple ciego, unicéntrico, empleando un disefio a boca-partida en el
Departamento de Medicina y Cirugia Bucofacial de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Complutense de Madrid. Se estudiaron 10 pacientes con indicacién de
extraccion quirargica de ambos terceros molares inferiores. Se aplicaron 3 mg de
melatonina en uno de los alveolos post-extraccion de forma aleatorizada por
ordenador frente a un placebo. Para determinar las propiedades antiinflamatorias y
analgésicas se analizaron muestras de suero sanguineo mediante pruebas de
enzimoinmunoanalisis independientes cuantificando las concentraciones de
interleuquina-6 y nitrotirosina. La cuantificacion de las propiedades osteogénicas se
realizé mediante la medicion de la densidad 6sea radiografica (nimero de unidades
Hounsfield por area) en cortes panoramicos y seccionales obtenidos por escaner
digital. Las muestras fueron codificadas (a=lado de melatonina previo; b=lado de
control previo; A=lado de melatonina posterior; B=lado de control posterior), de modo
gue el paciente, el cirujano y el evaluador externo desconocieron el lado de aplicacion
de la melatonina. La concentracion de interleuquina-6 tras la aplicacion de melatonina
fue de 361,32 + 235,22 pg/ml, mientras que tras la aplicacion del placebo fue de
262,58 + 233,92 pg/ml. El analisis estadistico de las concentraciones de nitrotirosina
no pudo realizarse ya que los valores de densidad Gptica obtenidos se encontraban
por debajo de la curva patron de detectabilidad (< 0,001 nM). La densidad 6sea en los
cortes panoramicos a nivel del alveolo tras la aplicacibn de melatonina fue de
561,98+105,92 UH, mientras que tras la aplicacion del placebo fue de 598,82+209,03
UH. En los cortes seccionales, la densidad 6sea en la regién alveolar fue de 377,42
+125,67 UH tras la aplicacion de melatonina y de 347,56+97,02 UH en el lado control.
En el presente estudio no existen diferencias entre la aplicacion de melatonina y
placebo en cuanto a la concentracion de IL-6. Tampoco se hallaron diferencias en
cuanto a densidad 6sea en los cortes panordmicos ni seccionales en funcion del
tratamiento. Por tanto, no se encontraron diferencias entre la aplicacion de melatonina
y placebo en el alveolo post-extraccion de los cordales inferiores retenidos.



3. ESTADO ACTUAL DEL TEMA
3.1. Inflamacion y dolor postextraccion

La exodoncia de los terceros molares es la intervencibn mas frecuente en
cirugia oral* y es reconocida cominmente por los pacientes como una experiencia
desagradable por el curso del postoperatorio®®*. Las reacciones tisulares que se
producen en el postoperatorio dan lugar a la apariciéon de inflamacién, dolor y trismo.
La aparicién de dolor y trismo postoperatorios esta intimamente relacionada con el
proceso inflamatorio normal en todo acto quirdrgico, y suponen una causa frecuente
de baja laboral® ®.

La inflamacion, el dolor y el trismo son consideradas las complicaciones
inmediatas mas frecuentes durante los 3 primeros dias tras la intervencion, afectando
a todos los pacientes sometidos a este tipo de tratamientos, aunque con diferente
severidad. Segun Malkawi y cols en el 50,5% de los pacientes se producen de forma
leve, y en el 26,6% alcanzan un grado moderdado. A partir de los 7 dias el 57,2% de
los pacientes no presentan ninguna complicacion, aunque un 14,1% aln presenta
dolor leve y trismo’.

La severidad de estas complicaciones habituales puede variar en funcién de unos
factores relacionados con el paciente, con el cordal y con el acto quirdrgico.

Se ha asociado una mayor frecuencia y severidad en pacientes de mayor edad.
Los sujetos en torno a los 35 afios registran mayor inflamacién y trismo®° vy
refieren mayor dolor®® debido, entre otros motivos, a la presencia de un hueso mas
duro y menos flexible. Varios estudios han demostrado la mayor frecuencia de
complicaciones inmediatas en mujeres debido al menor tamafio de su mandibula, un
campo quirargico limitado, el estado hormonal y una mayor densidad 6sea que hacen
que la intervencién quirdrgica sea mas dificil y traumatica’****'*. Ademas presentan
un riesgo de alveolitis seca 5 veces mayor que los varones'. Otros factores que
pueden modificar el grado del proceso inflamatorio son la altura, la constitucién y un
mayor indice de masa corporal, el grupo étnico, la higiene bucal, los habitos
tabaquicos y la ingesta de medicamentos como anticonceptivos orales.

En relacidén con el diente y la zona quirdrgica debe considerarse su situacion y
posicion, la curvatura de sus raices, la densidad Osea, la relacion con estructuras
anatémicas nobles y la existencia de patologia asociada como infeccién, quistes o
tumores. Los cordales retenidos en posicién distoangular y horizontal se asocian con
un mayor grado de inflamacion, dolor y trismo, ya que condicionan una mayor
dificultad de la técnica quirirgica>'®'’. También se registran mas complicaciones en
situaciones de pericoronaritis previa’.

Finalmente, influye en el proceso inflamatorio el tipo y la extensién de las
incisiones, la técnica y el material de sutura, la experiencia del cirujano, la duracién de
la intervencion, el nimero de molares exodonciados asi como el consumo previo de
farmacos'. Se ha observado un aumento en la severidad de la inflamacion y el dolor
en actos quirdrgicos de mayor duracion, por lo que se considera un indicador de la
dificultad quirargica, aunque en el tiempo de la intervencién influyen otras condiciones
individuales y locales**®. El tiempo medio de intervencién quirrgica registrado varia



debido a las diferentes definiciones del tiempo del acto quirdrgico, la experiencia del
cirujano y el requerimiento de técnicas adicionales. Algunos autores registran
duraciones que varian desde los 11,03 minutos'®, 21,92 minutos'®, 22,63 minutos™ y
los 25,00 minutos?® desde el inicio de la incision hasta final de la sutura. También se
asocia un mayor tiempo de intervencion a un requerimiento de analgésicos superior
durante las primeras 48 horas'***%,

Para hacer frente a estas complicaciones se emplea frecuentemente la
terapéutica farmacoldgica por via oral, que requiere unas pautas laboriosas y obliga a
considerar el estado de salud y la medicacién del paciente, con unos resultados
moderados en cuanto a la disminucion del proceso inflamatorio y el tratamiento del
dolor. Por otra parte, la pauta farmacolégica mas frecuente en este tipo de
intervenciones supone una preocupacion al Sistema Nacional de Salud por su elevado
coste. Se han propuesto medidas como la dispensacién en unidosis de farmacos como
el paracetamol y el ibuprofeno desde el 1 de enero de 2011 (Real Decreto 8/2010),
aungue esta medida apenas ha sido adoptada y no ha tenido el impacto esperado en
cuanto al coste medio de estos tratamientos. Posteriormente, el Real Decreto-ley
16/2012, de 20 de abril, de medidas urgentes para garantizar la sostenibilidad del
Sistema Nacional de Salud y mejorar la calidad y seguridad de sus prestaciones,
contempld la modificaciéon de la Ley 29/2006, de 26 de julio, de garantias y uso
racional de los medicamentos y productos sanitarios. EI BOE-A-2012-10952 excluye
de los medicamentos financiados por el Sistema Nacional de Sanidad algunos tan
frecuentes como el ibuprofeno, el paracetamol o el diclofenaco (BOE num 197, a 17
agosto 2012, pag 59181-59191).

Se ha propuesto que tras la realizacion de una herida quirdrgica tiene lugar un
proceso inflamatorio, seguido de una liberacion secuencial de mediadores procedentes
de los vasos sanguineos, de los mastocitos y de otros tipos celulares. En primer lugar
aparece histamina y serotonina, seguida inmediatamente después de bradiquinina, y
posteriormente de prostaglandinas y otros eicosanoides. El acimulo de exudado rico
en proteinas, como las prostaglandinas y otros mediadores inflamatorios, da lugar al
proceso inflamatorio, que produce el espasmo de las fibras musculares produciendo
trismo®. Existen estudios® que han demostrado la relacién de la bradiquinina
intradérmica, intraarterial e intraperitoneal con la aparicion de dolor. También han
demostrado la funcion de las prostaglandinas (PGE,) como potenciadoras del efecto
de la bradiquinina. El gran aumento de interleuquinas (IL-1, IL-6, IL-8 e IL-17)
procedentes de tipos celulares en la zona lesionada desencadena la produccion de los
primeros sintomas derivados de la inflamacion®®, provocados en su mayoria por la IL-
6°*%. En humanos se ha podido constatar que la IL-6 se libera en gran cantidad en el
sitio de la herida quirtrgica y esta en relacion con la severidad de la cirugia y, por lo
tanto, con la magnitud de la lesion de los tejidos?®?’.

El dolor se define como una experiencia sensorial y emocional desagradable
producida por un dafio tisular y de grado variable segun la severidad del mismo?*?°. La
percepcion del dolor tiene lugar mediante la estimulacion de los terminales nerviosos
periféricos llamados nociceptores. La conduccion de la informacién sobre el dafio
mecanico, quimico o térmico se realiza a través de fibras Ad y C hasta el sistema
nervioso central. En el sistema nervioso central la informacion recibida es modulada en
funcién de las experiencias previas, el estado de &nimo y salud del individuo y su
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propio umbral del dolor. Esto hace que la percepcién del dolor sea un hecho muy
complejo y subjetivo®?°. Sin embargo, el dolor postoperatorio también es proporcional
a la magnitud de la cirugia, siendo mayor en las primeras horas tras la intervencion y
disminuyendo progresivamente después, al igual que los niveles de IL-6 séricos®>*"%.
La IL-6 desempefia un papel importante en el reclutamiento de leucocitos durante la
fase de inflamacion aguda, como se ha explicado anteriormente®™?, En estudios in
vitro se ha demostrado que la secrecién de esta interleuquina es inducida por otros
mediadores inflamatorios como la IL-1, el factor de necrosis tumoral (TNF-a) y la
PGE,, y que esta interleuquina a su vez provoca la liberacién de quimiocinas como la
IL-8%>3%**  que también participa en el dolor inflamatorio®™®, aunque ain no estan
claros estos mecanismos. De este modo la IL-6 posee efectos hiperalgésicos y de
modulacion del dolor®>3¢, Ademas, la IL-6 actia como un mensajero de informacién de
la severidad del dolor e inflamacién desde la periferia al sistema nervioso central®>?’.
Otras interleuquinas, como la IL-17, desempefian un papel en el proceso inflamatorio y
en la reabsorcion 6sea, induciendo por otra parte la secrecién de otras citoquinas
inflamatorias. También la IL-6 estimula la reabsorcion 6sea y parece implicada en las
etapas iniciales de la osteoclastogénesis®.

El 6xido nitrico (NO) es una molécula producida intracelularmente por la
actividad catabdlica de la enzima 6éxido nitrico-sintasa (NOS), que convierte la L-
arginina en L-citrulina, relacionandose con las fases iniciales del dolor®®. También se
ha demostrado su participacién en la respuesta inflamatoria*®**. Esta enzima esta
presente en tres isoformas: neural (NNOS), endotelial (eNOS) e inducible (iINOS). La
isoforma nNOS esté presente principalmente en dolores neuropéticos y a nivel espinal,
mientras que la INOS esta regulada por la inflamacién tisular y se relaciona con el
dolor en tejidos inflamados, siendo la mas abundante en las fases iniciales del dolor y
la inflamacion®. Este aumento de iNOS en la zona lesionada es producido por
citocinas y endotoxinas de diversos tipos de células, especialmente macrofagos,
elevando la produccion de NO. Sin embargo, las isoformas constitutivas (nNOS e
eNOS) también pueden activarse en respuesta a estimulos inflamatorios y de este
modo participar en la reaccion inflamatoria®.

El papel que ejerce el NO en el dolor no es simple, su presencia produce una
vasodilatacion inicial que incrementa el aporte vascular y la permeabilidad en la region
dafiada, aumentando la presencia de mediadores de la inflamacion®*#>4¢474849  En
una fase mas tardia, la sefal inflamatoria puede magnificarse mediante la produccion
de moléculas como el factor nuclear kappa Beta (NF-k B), y otras citoquinas como el
TNF- a, el interferon-v y varias interluequinas (IL-1 e IL-8). Estos promoverian la
transcripcion de la iINOS, generdndose grandes cantidades de NO, mayor
vasodilatacion y edema. El NO puede sufrir procesos de transformacion a productos
altamente reactivos capaces de inducir dafio celular*®*°. Ademaés, la presencia de NO
puede ser modulada también por el tipo de lecho vascular implicado en la reaccién y la
interaccion con multiples mediadores como estrégenos, ciclooxigenasa-2 (COX-2) y
prostaglandinas®!*?.

Sin embargo, hoy en dia existe controversia en cuanto al papel del NO en la respuesta
inflamatoria y el dolor. Algunos autores encuentran elevadas concentraciones de NO
en respuestas inflamatorias agudas y otros defienden su papel antiinflamatorio®® >*. A



su vez, otros estudios sugieren que la liberacion de NO desempefia un papel
analgésico periférico en las fases iniciales*.

La determinacion del NO es dificil debido a su corta vida media y a su rapida
degradacion en nitratos y nitritos. Por esta razon, la medida de la produccién del
radical NO se realiza mediante la determinacién de productos finales del NO, nitratos y
nitritos en suero. Esta determinacién permite detectar cambios mas tempranos y
pequefios™. La nitrotirosina (NT) es un producto estable del iINOS y se considera un
indicador fiable del estrés oxidativo y nitrosativo producido por estos radicales libres.

Las maximas diferencias de los niveles de derivados del NO en muestras de suero
obtenidas del lecho quirdrgico del tercer molar inferior se han observado a los 60
minutos de la intervencion, existiendo diferencias significativas en el intervalo
comprendido entre los 40 y los 100 minutos posteriores a la intervencion®?,

3.2. Regeneracién 6sea

La pérdida dental ha supuesto un problema funcional, estético y psicolégico
para los pacientes, que solicitaban un tratamiento no removible que reemplazara al
diente. En 1965 Branemark colocé el primer implante dental a un paciente,
encontrando como principal limitacién frente a otros tratamientos el tiempo de espera
para su carga funcional®®. El primer estudio del tiempo de espera necesario para poder
cargar el implante determinaba un periodo de espera de 3 a 6 meses®’. Desde
entonces se ha intentado reducir al maximo el tiempo requerido para cargar los
implantes y de este modo hacerlos funcionales, siendo en la actualidad una de las
principales demandas por parte de los pacientes. En 1979 Lederman introdujo por
primera vez la carga inmediata, aunque durante el primer afio fracasaron el 81% de los
implantes. Se ha determinado que el tiempo de espera adecuado para rehabilitar los
implantes depende del momento en que se produzca la osteointegracion®.

Este periodo depende de multiples factores relacionados con el implante, el
hueso del paciente y el procedimiento quirargico. En 1985, Thomas y Cook estudiaron
12 parametros que influian en la osteointegracion, concluyendo que la calidad 6sea
era el mas determinante®®. Se publicaron entonces varios estudios que relacionan la
calidad 6sea de la regién receptora del implante con un mayor éxito de los mismos y la
posibilidad de una carga mas precoz®®®-%2%3  Schnitman y cols (1990) determinaron
que la calidad 6sea era un factor mas importante que la longitud del implante para
lograr la supervivencia del mismo, aunque fue Misch (2008) el primer autor en
establecer diferentes tiempos de osteointegracion en funcién de la calidad del hueso®.
Balshi y Wolfinger (1997) relacionaron la supervivencia del implante con el tipo de
hueso, logrando la supervivencia de todos los implantes con carga prematura
independientemente de la cantidad de hueso, la localizacién del implante o el tipo de
antagonista. Zubery y cols (1999) también concluyen que la calidad del hueso influye
de manera determinante en el éxito de los implantes con carga inmediata, siendo el
hueso tipo Il segln la clasificacién de Leckholm y Zarb (1995) el mas adecuado®®.

La mayoria de los autores emplean el término calidad 6sea como sinénimo de
densidad dsea, aunque conviene considerar que en la calidad Osea influyen el
metabolismo 6seo, el recambio celular, la mineralizacién, la maduracion, la matriz
intercelular y la vascularizaciéon ademas de la densidad 6sea®.
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Desde el momento que se realiza la extraccion de un diente se produce un proceso de
remodelacién destinado a la curacién del lecho 6seo®. Existen varios autores que
estudian la cronologia de este proceso en relacion a la densidad ésea, aunque difieren
en su metodologia. La mayoria de autores emplean andlisis histologicos y
morfométricos o la microtomografia computerizada (microTC) en estudios in vitro. Sin
embargo, los primeros requieren la obtencion de muestras de forma invasiva, con los
problemas éticos que plantea y la microTC supone un elevado coste econdmico y su
andlisis aporta informacion descriptiva®®>%*®_ Otras pruebas de diagnostico por
imagen como la absorciometria de rayos-X de energia dual (DEXA) o la resonancia
magnética no aportan informacion adicional a otras tecnologias mas precisas®’. Por
otra parte, las clasificaciones tradicionales (Lekholm y Zarb, 1995) basadas en
radiografias convencionales no detectan cambios inferiores a un 40% de
mineralizacién y no son tan precisas en situaciones en las que la calidad ésea es
critica, como en la carga precoz de implantes®*®. Otras clasificaciones propuestas en
funcion de la sensacion tactil durante la preparacion del lecho implantolégico
relacionadas con clasificaciones tradicionales, como la de Lekholm y Zarb®® y la de
Misch®®, solo permitian distinguir huesos extremadamente densos o blandos®®, y son
considerados métodos subjetivos en la planificacion preoperatoria.

La utilizacion de la tomografia computerizada (TC) propuesta por Schwartz et
al en 1987 para determinar la calidad 6sea preoperatoria fue extendida como un
método de elevada precisién y poco invasivo’>’2. Varios autores emplean estas
pruebas para determinar la densidad 6sea mediante la clasificacion por varios
observadores en escalas categoricas ordinales. Destaca la dificultad de elegir un
método para medir la formacion 6sea de forma objetiva y con una precision
adecuada’.

La cuantificacion de la densidad 6sea en Unidades Hounsfield (UH) surgio
como una medida objetiva y precisa’®. Varios autores calibraron la relacion entre la
densidad mineral 6sea y las UH para poder emplear la TC como método diagnéstico
previo™’®"""® Las UH son una unidad de medida de densidad 6sea basada en una
escala lineal definida por dos valores, el minimo de densidad (-1.000 UH)
correspondiente a la densidad del aire, y el valor de 0 UH equivalente a la densidad
del agua pura’®’®®. Un método de utilizacién de las UH, conocido como Radiografia
de Sustraccion Cuantitativa se basa en la medicion de un numero de areas
consideradas Regiones de Interés (RI) dentro del alveolo, y su comparacion con el
mismo numero de areas medidas en el hueso adyacente, denominadas Regiones de
Control (RC). Estas mediciones se realizan evitando zonas anatémicas que pueden
alterar la densidad de la imagen como la fosa submandibular, la linea oblicua externa y
el conducto del nervio dentario inferior®®®. Este método tiene como ventajas la
medicion directa de la imagen sin ningun tipo de conversion que pudiera alterar su
magnificacion y densidad original, ademas de permitir el célculo de la media a partir de
un gran numero de valores.

El desarrollo de la Tomografia Computerizada de Haz Coénico (CBCT) supone
la aparicion una prueba de alta resolucion®®*#® con una dosis de radiacion
menor®®® y menores costes que la TC convencional”®. A pesar de ello presenta una

serie de limitaciones, como la radiacion dispersa, su rango dinamico limitado de



detectores de area de rayos-X®, la falta de fiabilidad para detectar finas trabéculas y
los artefactos de endurecimiento del haz estrecho®.

Se ha demostrado que los valores de densidad dsea en UH registrados en la TC se
relacionan de forma estable con los valores obtenidos en CBCT®%°%%%2 g pesar de
presentar diferencias segin el equipo’>®. De este modo, al no existir otro tipo de
unidad estandar calibrada todavia para la CBCT se han adoptado las UH como una
medida fiable”. Se ha observado también la correlacion entre la densidad Gsea
medida con CBCT y la registrada mediante el gold standard, el andlisis
histomorfométrico y con microTC®, lo que demuestra la fiabilidad de las UH obtenidas
mediante CBCT como una medida objetiva de densidad ésea.

Desde entonces s6lo una pequefia cantidad de estudios han relacionado la estabilidad
de los implantes con esta unidad de densidad 6sea empleando TC%*, y en menor
namero con CBCT™.

Estos estudios encontraron una relacion directa entre la densidad 0sea de la
region esponjosa (en UH) medida en TC y el espesor de hueso cortical con la
estabilidad primaria del implante tanto durante su insercién como al cargarlos®. Esta
relaciéon lineal entre valores de amortiguacion y valores de UH en la colocacién de
implantes, sugiere que el estudio preoperatorio del espesor cortical y las UH de hueso
trabecular son métodos fiables para predecir la estabilidad del implante®°®. También
se ha encontrado relacion entre la densidad ésea empleando CBCT vy el coeficiente de
estabilidad del implante en modelos de fémur in vitro”?’.

3.3. Melatonina

La melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) puede definirse de forma general
como una hormona con acciones paracrinas, autocrinas y antioxidantes que ejerce
varias acciones dependientes e independientes de sus receptores®. Sus primeros
efectos fueron descritos en 1917 por McCord y Allen, pero no fue hasta 1958 cuando
fue aislada e identificada por Lerner, Case y Takahashi®.

Esta molécula es sintetizada principalmente en la glandula pineal hasta los 30
aflos de edad, momento en el que disminuye su produccién de forma notable. Su
sintesis esta regulada por el ritmo circadiano de ciclos de luz y oscuridad del entorno
mediante el nlcleo supraquiasmatico a través del tramo retinohipotalamico. La
produccion de melatonina esta determinada genéticamente y varia entre individuos,
pudiendo alcanzar los 200 pg/ml durante la fase de oscuridad, siendo su nivel basal
diurno de unos 10 pg/ml. Ademas es sintetizada en otras regiones del organismo como
la retina, el tracto gastrointestinal, la piel, la médula 6sea y los linfocitos'®.

Sin embargo la melatonina no se almacena en el organismo, sino que se
difunde por la sangre y el fluido cerebroespinal. A partir de la circulacion sanguinea
difunde pasivamente a la saliva y a la cavidad oral®**°*'%2, Su concentraci6n en saliva
alcanza el 15-33% de la concentracion plasmatica, ya que cerca del 70% de la
melatonina plasmatica esta ligada a la albumina impidiendo su difusién a la saliva. La
melatonina puede obtenerse de las semillas y las hojas de un buen nimero de plantas
a concentraciones superiores a las halladas en el plasma humano durante los ciclos
nocturnos, resultando su obtencién mas simple.
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Una de las principales caracteristicas fisico-quimicas de la melatonina es su elevada
capacidad de difusion ya que es una molécula muy lipofilica. Esta propiedad permite a
la melatonina atravesar todas las barreras morfofisiolégicas y penetrar en todas las
células y espacios celulares'®!®. Ademas tiene un potencial redox muy elevado, de
0,74 V, lo que determina una actividad antioxidante muy superior a la de otros
antioxidantes conocidos®®%*1%,

La melatonina actua de forma endocrina como reguladora del tiempo biolégico

interno del individuo, por lo que ha sido empleada para el tratamiento de desérdenes
del suefio como el insomnio o el jet-lag'®*°. También regula los ritmos estacionales,
siendo la molécula responsable del ciclo de reproduccién sexual estacional por sus
propiedades fotoperiédicas'®. Se ha determinado una produccién alterada de
melatotina en mujeres en estados premenopausicos y postmenopausicos y con el uso
de pildoras anticonceptivas'®’.
Se ha demostrado la eficacia de la melatonina en el tratamiento de enfermedades
producidas por la presencia de radicales libres'®®'® como en la lesién por isquemia o
reperfusion en varios 6rganos, la exposicion a drogas téxicas, metales pesados o
farmacos'®, la acciéon de toxinas bacterianas, la amiloidosis, la enfermedad de
Alzheimer'*?, el Parkinson'#**1415 sjtyaciones de sepsis en recién nacidos™'® e
incluso en el envejecimiento'®. También ha demostrado ser beneficiosa en el eritema
de la piel debido a la exposicion a la radiacion ultravioleta’, y otras enfermedades en
las que la presencia de radicales libres produce un dafio celular'®!*®, Existe acuerdo
generalizado en que melatonina es una molécula no toxica. Produce sefales
antiapoptéticas intensas incluso en situaciones de isquemia y tiene propiedades
citoprotectoras que han sido descritas para el tratamiento de alteraciones
neurodegenerativas. Ademas estimula el sistema inmune y tiene propiedades
oncosupresoras que aun hoy en dia suponen un extenso campo de investigacion*®.

La melatonina ya ha sido empleada con éxito después de intervenciones
radicales de cirugia oral debido a su accién antioxidante y los efectos estimulantes y
protectores de las enzimas intracelulares implicadas en el proceso de curacion®'?°.
También se ha demostrado que regula funciones no relacionadas con el sistema
endocrino y desempefia un papel importante en la modulaciéon del dolor. Se han
propuesto varios mecanismos por los que ejerce esta funcion, relacionados con los
receptores de membrana, los receptores del nucleo, y mediante la captacion de
radicales libres de forma independiente de receptores™®.

Sin embargo, actualmente existe controversia en cuanto a los mecanismos de accién
especificos de la melatonina y la relacion de los receptores con sus funciones.

Los mecanismos por los que la melatonina ejerce un papel antioxidante son
multiples y complejos. Por una parte neutraliza directamente un gran numero de
reactivos a base de oxigeno y nitrégeno toxicos'?**?'?3 También actGa de manera
indirecta, estimulando la sintesis de otro importante antioxidante intracelular, el
glutation (GSH)'*****'2° vy promueve su reciclaje enziméatico a nivel celular*?®'*.
Ademas, conserva la integridad funcional de otras enzimas antioxidantes. Finalmente
reduce la generacion de nuevos radicales libres en la mitocondria mediante la mejora
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de la fosforilacién oxidativa®'?®. Sin embargo, la proteccién antioxidante de la

melatonina se basa principalmente en la accién mediante receptores'®.

La melatonina presenta afinidad por cuatro receptores, dos de ellos a nivel de la
membrana celular y los otros dos en el niicleo de las células'®**®,

Los receptores de membrana MT1l y MT2 presentan diferente afinidad por la
melatonina, siendo mayor por el primero*®***°, Los receptores MT1 y MT2 se localizan
en los 6rganos y células periféricas. Estos receptores son los mediadores de las
principales acciones de la melatonina®**** como los efectos cronobiolégicos en el
SNC y el ritmo circadiano, y contribuyen a varias acciones inmunoldgicas y al control
vasomotor'®. La activacion de los receptores de melatonina MT1 y MT2 desempefia
un papel importante en su efecto antiinflamatorio y antinociceptivo™ en el dolor
inflamatorio’®**® y neuropético®’. El MT1 parece mediar la vasoconstriccion
principalmente, mientras que el MT2 causa principalmente vasodilatacién.
Recientemente se ha descrito un tercer sitio de union, inicialmente descrito como MT3,
de estructura similar a la quinona reductasa'®. Las quinona reductasas participan en
la proteccion contra el estrés oxidativo'®. Sin embargo, no todos los autores apoyan la
idea de que los receptores MT3 y QR2 sean la misma molécula®*%.

Los receptores nucleares de hormonas retinoides (RZRa y RZRB) presentan afinidad
por la melatonina a concentraciones muy bajas, de rango nanomolar’®**°. Ambos
receptores se encuentran en el SNC y en el sistema nervioso periférico, asociandose
con el proceso de diferenciacion celular y regulacion de la respuesta inmune'*. El
receptor RZRa se encuentra implicado en las reacciones inflamatorias, regulando la
exposicion del mediador inflamatorio lipooxigenasa-5 (LOX-5) en los linfocitos B2
También la regulacion de la produccién de IL-2 e IL-6 por las células inmunitarias
mononucleares parece ser mediada a través de este mecanismo'?'*3. El receptor
RZRB se encuentra exclusivamente en regiones nerviosas sensitivas como el asta
dorsal de la médula espinal***, pero no en regiones relacionadas con el control motor,
por lo que parece tener relacion con los efectos de la melatonina en la modulacion del
dolor. La melatonina también se une aunque con menor afinidad a la
calmodulina™®®**,

Propiedades antiinflamatorias

El aumento de radicales oxidantes como las especies reactivas de oxigeno da
lugar al estrés oxidativo que produce un dafio celular mediante peroxidacion lipidica, la
oxidacion de proteinas o dafio en el ADN, que juega un papel causal o adyuvante en
casi todas las patologias humanas, incluyendo el cancer y la neurodegeneracion, y
esta implicada en el envejecimiento y patologias inflamatorias cronicas. Las especies
reactivas de oxigeno participan en diferentes procesos celulares involucrados en
respuestas fisiologicas (como promover la supervivencia celular, la proliferacion y la
diferenciacién) y respuestas patolégicas (como la muerte celular por apoptosis o
necrosis) segln su dosis**.

Los fendbmenos oxidativos juegan un papel clave en la sefializacion y la gestion
de la fase inicial de la inflamacion. La activacion de los neutréfilos genera una reaccion
oxidativa que dirige la toxicidad hacia los microbios invasores’; la generacion de

ROS en el tejido dafiado produce un gradiente de concentracion que dirige el
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reclutamiento de leucocitos al sitio de la lesién tisular**®. Por otra parte, la maduracion
ROS induce la produccién de monocitos*****® y promueve la adhesioén a las células
endoteliales que permiten la diapédesis. La generacién de especies reactivas de
oxigeno también activa las vias de sefializacion intracelulares inflamatorias que
conducen a la liberacién de los mediadores inflamatorios, incluyendo citoquinas™"**,
Una caracteristica temprana de la respuesta inflamatoria es la produccién de TNF-a,
IL-18 e IL-6 por los macréfagos activados. Estas citoquinas son consideradas
biomarcadores séricos de la inflamaciéon™. Por lo tanto, los productos de la oxidacion
pueden promover y dirigir la respuesta inflamatoria en diferentes tejidos y pueden
estimular las vias de sefializacion desencadenadas por condiciones inflamatorias***.
Una estrategia terapéutica antiinflamatoria eficiente requiere antioxidantes como la
melatonina para detener este proceso y para reducir la carga de los mediadores de la
inflamacioén en el sitio de la inflamacion mediante la inhibicion de INOS y mecanismos
directos™.

Aunqgue la mayor parte de las investigaciones defiende la aplicacién de la melatonina
como antiinflamatorio en distintos modelos de estudio, algunos autores proponen que
la melatonina exacerba la respuesta inflamatoria en determinados estados de los
sujetos expuestos.

Varios estudios han confirmado la actividad antiinflamatoria producida por la
melatonina en situaciones de inflamacibn aguda y respuesta inmune
exacerbada™>"***’, La melatonina parece reducir la infiltracién de neutréfilos y los
niveles de mediadores de la inflamacion™®'**'® neutralizando la produccién
exacerbada de mediadores inflamatorios, principalmente citoquinas'®*#*°311 | g
melatonina actla estimulada por lipopolisacaridos mediante un mecanismo de
atenuacion de la activacién de NF-kp**4162163164 an |infocitos y macréfagos'®>*®. De

este modo inhibe la producciéon de prostaglandinas, TNF-a, IL-183, IL-6, IL-8 e IL-
10167,168,169.

Algunos estudios en cirugia oral apoyan la utlidad de la melatonina como
antiinflamatorio y protector frente a infecciones. Aunque su accién estaria amplificada
cuando los radicales libres de NO consecuencia del dafio tisular ya estan presentes en
la zona lesionada'®*. Ademas, la aplicacion de 2 mg en el alveolo postextraccion
favorece la curacion tisular por las propiedades de esta molécula'>**".

Por el contrario, otros estudios han demostrado que la administracion exdgena de
melatonina por encima de los niveles basales del organismo estimula el sistema
inmune®®'®” aumentando la proliferacion de linfocitos T'"*, células NK'*'7 y
granulocitos, y la respuesta de anticuerpos'® ™. La activacion de los linfocitos T
aumenta la liberacion de citoquinas inflamatorias como el interferén-v, TNF-a, IL-1, IL-
1B, IL-2, IL-6 e IL-12'7>170177178179.180181 * Ademas se ha propuesto que induce la
produccion de NO#,

Esta estimulacion del sistema inmune e inflamatorio dependiente de la concentracién
de melatonina®**® seria responsable de la respuesta inflamatoria™* y la defensa del
organismo frente a infecciones bacterianas y virales*®*%,
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El resultado de estos estudios muestra que, en general, la melatonina podria actuar
estimulando el sistema inmune en condiciones basales o estados de inmunosupresion,
para una respuesta inmune temprana mas eficaz. Sin embargo, en presencia de una
respuesta inmune o inflamatoria exacerbada, la melatonina podria ejercer una
regulacion negativa actuando como antiinflamatorio. Por lo tanto, la melatonina podria
considerarse una molécula pleiotropica con efectos variados y complejos sobre el
sistema inmune e inflamatorio.

Estas acciones inmunomoduladoras y antiinflamatorias de la melatonina se han
estudiado con éxito en varios modelos experimentales existiendo acuerdo general en
que la melatonina puede ser aplicada con efectos secundarios insignificantes'.

Propiedades antinociceptivas

Estudios recientes sugieren que los radicales libres y especies reactivas estan
implicados significativamente en una variedad de condiciones de dolor, incluyendo el
dolor neuropético e inflamatorio. Existe evidencia de que la produccién de especies
reactivas del oxigeno y nitrdgeno se acumulan en el lugar de la inflamacion y
contribuyen al dafio tisular'?**°***1%¢ Dado que el radical hidroxilo es el radical de
oxigeno mas nocivo conocido, la induccion de la glutation peroxidasa podria ser un
importante mecanismo mediante el cual la melatonina ejerce sus potentes efectos
neuroprotectores.

Se han publicado diversos estudios acerca de los efectos de la melatonina
sobre el dolor, relacionando niveles mas altos en plasma de esta molécula con una
menor percepcion del dolor durante las fases de mayor sintesis'?*'*"'®8  Varios
estudios han empleado diferentes modelos de dolor agudo demostrado que la
administracion sistémica de melatonina tiene efectos antinociceptivos potentes y de
larga duracign!®189190.191.192193 'bqr gtrg parte actta inhibiendo el dolor neurogénico de
forma parcial pero significativa™*.

Varios estudios han observado que los efectos antinociceptivos de la
melatonina son reversibles por antagonistas de los opiaceos'®” 1919197198 y 5 mentan
el efecto de otros farmacos antinociceptivos y analgésicos'9%?%°201202 gys efectos se
producen independiente de si su utilizacion es previa al estimulo nocivo®® o
posterior’®™ y de la via de administracion'®?%42%52%% Ademé4s, estos efectos
analgésicos son proporcionalmente dependientes de la dosis administrada™’. El
méximo efecto antinociceptivo de la melatonina se ha observado a los 60 minutos de
su administraciéon a dosis elevadas (60 mg/Kg y 120 mg/kg) de forma sistémica,
aunque estos efectos fueron apreciables desde los 30 minutos de su inyeccion hasta
los 120 minutos posteriores®”’.

Aunque los mecanismos exactos por los que la melatonina produce efectos
analgésicos no se conocen, se ha demostrado la presencia de receptores de
melatonina MT1 y MT2 a nivel del asta dorsal de la médula espinal y en varias
regiones cerebrales®®2°*?1%2!! Otros estudios sugieren un mecanismo de actuacion a
través del sistema opioide®’. En el dolor inflamatorio producido en heridas quirdrgicas,
el mecanismo analgésico principal de la melatonina parece ser la inhibicion de la
produccion de la isoformas iINOS, reduciendo la activacion del NF-kB'*, la expresion
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de COX-2 y prostaglandinas y el reclutamiento de células polimorfonucleares en el
Iugar del daﬁo tisuIar156,198,210,212,213,214,215,216, 217,218,219

Existe evidencia de los efectos de disminucion de la iINOS en modelos de
inflamacion y sepsis tratados con melatonina®®*?**#!, |La melatonina contrarresta el
aumento de iINOS mitocondrial, la peroxidacion lipidica y los cambios en el estado
redox del glutation (GSH / GSSG)#%?%22* Estos estudios demuestran el papel de la
iINOS en el dafio celular en condiciones de inflamacion severa®”. Aunque los efectos
de la melatonina antioxidantes también parecen comprender la inhibicion de la
NNQS65:226:227,228.229230  hay noca informacién disponible sobre el papel de esta
isoforma en la proteccion de las mitocondrias. Se sabe que la accion de la melatonina
sobre la nNOS se produce en las células corticales del cerebelo y del cuerpo
estriado®*#%,

Tomados en conjunto, los resultados en la literatura proporcionan una
evidencia clara del potencial de la melatonina como un farmaco complementario de la
terapia durante el dolor, especialmente cuando un componente inflamatorio esta
involucrado®*'%®, Sin embargo algunos autores proponen la utilizaciéon de derivados
con una vida media mayor®®.

Propiedades osteogénicas

Varios estudios han documentado que la melatonina es un mediador
importante en la formacién de hueso y la estimulacion del metabolismo 6seo’*#3%233,

A concentraciones micromolares, la melatonina estimula la proliferaciéon y la sintesis
de fibras de colageno de tipo | en osteoblastos humanos in vitro®**#°. Por otra parte,
en cultivos de preosteoblastos promueve de manera dosis-dependiente el desarrollo
de sialoproteina 6sea y de otros marcadores 6seos proteicos, incluyendo la fosfatasa
alcalina, la osteopontina, y osteocalcina; y reduce su periodo de diferenciacién en
osteoblastos de 21 dias a 12 dias. Esta reaccién parece estar mediada por los
receptores de membrana®®.

Los osteoclastos reabsorben la matriz extracelular por diversos mecanismos,
incluyendo la produccion de especies reactivas de oxigeno que producen dafio
oxidativo en las moléculas estructurales de la matriz, como el colageno o el acido
hialurénico?®®. La melatonina, debido a sus propiedades antioxidantes y su capacidad
para captar los radicales libres®®®, interfiere en la funcion del osteoclasto y de ese
modo inhibe la reabsorcién 6sea de forma directa®®. Otro mecanismo por el que actia
sobre los osteoclastos es la supresion de la reabsorcion mediante la reduccion del
receptor RANKL. De esta manera se ha demostrado que la melatonina a dosis
farmacol6gicas aumenta la masa 6sea’’***!, mostrando un efecto osteogénico 2*°.

Ademas, la melatonina actia formando hueso nuevo y abundantes trabéculas 6seas
segin varios estudios animales'’®7423.237:242 " Eqtydios aplicados a implantes
osteointegrados han observado una diferenciacion de osteoblastos mas temprana
provocada por la melatonina, lo que produjo un aumento en la proliferacién de
osteoblastos, acelerando la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide tras 2
semanas'™y 4 semanas®*, asi como un aumento significativo de la anchura y longitud

de hueso cortical®’?*. Este rapido incremento en la formacién 6sea indica que la
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melatonina  actla durante la remodelacion 6sea a dos niveles
simultaneamente®’?*%*3 En anélisis histolégico, la aplicacion local de 3 mg de
melatonina ha demostrado aumentar la formacion trabecular al estimular directamente
los osteoblastos a partir del endostio?*?*,

Otra investigacion determiné que tras la aplicacion de 5 mg de melatonina se
observaba un leve aumento de la densidad radiolégica a los 15 dias, sin fendmenos
inflamatorios relevantes a nivel macroscopico. A los 45 dias aprecia una completa
curacion Osea cortical en TC y una estructura 6sea normal al estudio microscépico. A
los 60 dias no se encuentran diferencias con el hueso no tratado ni en pruebas de
imagen ni microscopicas, comportandose como un agente biomimético, con
propiedades antiinflamatorias y osteogénicas?®.

La melatonina parece contribuir a la neoformacién de hueso ya que estimula la
diferenciacion de preosteoblastos, que son transportados desde la médula 6sea al
lecho alveolar a través del sistema vascular. Por otra parte, estimula la expresion
génica de ciertas proteinas de la matriz 6sea y estimula la actividad de los
osteoblastos®*#%°,

Los resultados de los estudios previos proporcionan evidencia concluyente de que el
tratamiento con melatonina por si sola podria conducir a un aumento en volumen y
densidad de hueso in vivo®’.

Algunos estudios han demostrado que puede administrarse melatonina a altas dosis
con muy baja toxicidad aguda y escasos efectos adversos'®. Ademas, se ha
demostrado que no requiere consideraciones de seguridad en su aplicacion a
desoérdenes del suefio'®**®,  Por lo tanto, el valor clinico de la melatonina esta
demostrado. Sus efectos beneficiosos deben seguir siendo estudiados en ensayos
clinicos en humanos ya que hay evidencia de su seguridad y eficacia en un gran
ndmero de estudios in vitro y animales®.

Considerando los resultados beneficiosos de la melatonina obtenidos en los estudios
previos, investigados mediante diferentes modelos de estudio y mediante de
evaluacion diversos, resulta recomendable la presente investigacion de sus
propiedades antiinflamatorias, antinociceptivas y osteogénicas en pacientes. Esta fue
aplicada de forma local en presentacion farmacoldgica de gel, debido a su féacil
manipulacion y aplicacién en el alveolo, ademas de favorecer su absorciéon. La
evaluacion de las propiedades antiinflamatorias y analgésicas se realiz6 mediante
ensayos de inmunoanalisis, mientras que las propiedades osteogénicas se evaluaron
mediante la densidad 6sea cuantificada en CBCT.

La presente investigacion aporta la cuantificacion de las propiedades antiinflamatorias
y analgésicas en un conocido modelo de inflamacién y dolor en pacientes. Ademas,
evalla la formacién 6sea de la melatonina mediante una técnica de cuantificacion
podria ser aplicada a la cirugia bucal, especialmente en intervenciones en las que se
prevea gran inflamacién y dolor postoperatorio temprano y en la reduccién del periodo
de espera para la colocaciéon de implantes.
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4. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

La inflamacion y el dolor son problemas frecuentes que sufre el paciente y a los
que debe hacer frente el profesional tras la realizacién de tratamientos quirdrgicos. Por
otra parte la ausencia de densidad Osea suficiente es la principal limitacion a la hora
de realizar tratamientos implantolégicos exitosos reduciendo los tiempos de espera.

Existe evidencia cientifica suficiente acerca de la utilidad y seguridad de la melatonina
como antiinflamatorio y analgésico en situaciones de dolor inflamatorio y como
osteodiferenciador y osteogénico temprano.

Por estos motivos se plantea realizar este estudio clinico piloto aleatorizado de fase IV.
La finalidad de este estudio es evaluar los efectos demostrados de la melatonina en el
alveolo postextraccion de pacientes que requieran la exodoncia de los terceros
molares inferiores.

La difusién de los resultados de esta investigacion permitiria ofrecer una alternativa
terapéutica mas eficaz, sencilla y econdmica con elevada tasa de éxito que logre una
disminucion de la inflamacion y el dolor postoperatorio temprano y que permita reducir
el tiempo necesario para que el tejido 6seo alcance una densidad adecuada para la
colocacion de implantes. La aplicacion Unica de melatonina local en la misma sesion
que las extracciones permitiria la reduccion de costes farmacéuticos asi como el
tiempo de recuperaciéon del paciente. En el caso de sus propiedades antiinflamatorias
y analgésicas los pacientes beneficiarios serian aquellos sometidos a extracciones
quirdrgicas, principalmente entre los 16 y los 35 afios. Las propiedades osteogénicas
beneficiarian a aquella poblacion que requiera la colocacion de implantes
osteointegrados postextraccion con un menor tiempo de espera.

5. HIPOTESIS

La inflamacion y el dolor son las principales complicaciones en la mayoria de las
intervenciones quirdrgicas en cirugia bucal.

Existe una creciente demanda por parte de los pacientes de reduccién del periodo de
espera para la carga funcional de los implantes osteointegrados.

Varios estudios han demostrado que la melatonina tiene propiedades antiinflamatorias
y analgésicas a corto plazo. Ademas, por su potencial osteogénico tempranas podria
mejorar las condiciones locales del tejido 6seo, en especial la densidad 6sea, que es
el factor mas importante para una adecuada osteointegracion.

Basados en lo anterior, formulamos la siguiente hipétesis principal:

La melatonina aplicada localmente en el alveolo postextraccién produce diferencias
favorables en el postoperatorio inmediato en cuanto a antiinflamacion, analgesia y
osteogénesis temprana local con respecto al proceso de curacion natural del lecho
quirdrgico.
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6. OBJETIVOS

Determinar si existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
interleugquina-6 en funcion de aplicar melatonina local frente al control.

Valorar si existen diferencias estadisticamente significativas en los niveles de
nitrotirosina después de aplicar melatonina local frente al control.

Contrastar si existen diferencias estadisticamente significativas entre las densidades
Oseas después de la extraccién del tercer molar en funcion de aplicar melatonina local
0 un placebo.

Valorar la aparicién de complicaciones asociadas a la melatonina en el postoperatorio.
7. MATERIAL

7.1. POBLACION Y MUESTRA

A. Poblacion

Los sujetos que participaron en el estudio son pacientes seleccionados Departamento
de Medicina y Cirugia Bucofacial de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Complutense de Madrid entre marzo y mayo de 2013. Los casos son aquellos
pacientes con indicacién de extraer ambos cordales inferiores, en estado de salud
(Categoria | y Il de la American Society of Anesthesiologists [ASA]), de ambos sexos,
de edades comprendidas entre 16 y 35 afios.

Criterios de inclusién

- Pacientes de ambos sexos con indicacibn de extraer ambos cordales
inferiores.

- Edades comprendidas entre 16 y 35 afios.
- Estado de salud (Categoria | y Il de la ASA).

- Sin antecedentes ni enfermedades metabdlicas o sistémicas que afecten al
hueso o al proceso de curacion del area quirargica, como es el caso de la
diabetes o la osteogénesis imperfecta.

- No padecer enfermedades autoinmunes.

- No presentar enfermedad periodontal ni patologia local quistica o tumoral
en la regién de los cordales inferiores.

- Cordales inferiores retenidos en una posicion y situacion similar en ambos
lados para estandarizar la muestra.

- Cumplir con los criterios de inclusion y aceptar firmar el consentimiento
informado.
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Criterios de exclusién

- Consumo de tabaco.

- Uso de medicamentos anticonceptivos u hormonales.
- Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia

- Desordenes cronicos, y antecedentes de alergia o efectos adversos
asociados a los medicamentos que se emplearon.

- Presencia de inflamacién aguda o infeccion en el dia de la intervencién.
- Tiempo de intervencion de cada exodoncia superior a 30 minutos.

- Pacientes que rechazaran participar en el estudio, que no desearan firmar
el consentimiento informado y aquellos que no permitieran el seguimiento
asi como la recogida de muestras.

B. Muestra

Fueron incluidos y estudiados 10 individuos con indicacion de extraer ambos
cordales inferiores, en estado de salud (Categoria | y Il de la ASA) que acudieron al
Departamento de Medicina y Cirugia Bucofacial de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Complutense de Madrid.

Cada individuo fue su propio control segun el disefio a boca-partida para evitar sesgos.

7.2. RECURSOS HUMANOS

Para la ejecucién del proyecto de Investigacion se requirid el siguiente personal
cualificado:

Un cirujano maxilofacial del Departamento de Medicina y Cirugia Bucofacial de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid con experiencia en
el diagndstico y tratamiento de cordales inferiores retenidos.

Un licenciado bioquimico del Servicio de Andlisis Clinicos de la Universidad
Complutense de Madrid que sea capaz de procesar y analizar las muestras de sangre
obtenidas segun las técnicas de laboratorio indicadas para los parametros bioquimicos
establecidos.

Un licenciado radiélogo del Servicio de Radiodiagndstico de la Facultad de
Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid con experiencia en la
obtencion y procesamiento de imagenes mediante escéaner digital.

Un Analista de Datos Especialista en Bioestadistica para la aplicacion de féormulas
estadisticas adecuadas a los datos obtenidos asegurando los objetivos del estudio.

7.3. MATERIAL FARMACOLOGICO

Melatonina pura sin excipientes: 3 mg de melatonina / 2ml de gel hidroxietilcelulosa
2% (10 jeringas unidosis), Farmacia La Botica de Argensola (Madrid, Espaia).

2ml de gel de hidroxietilcelulosa 2% (10 jeringas unidosis), La Botica de Argensola
(Madrid, Espafia).
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Carpules de anestesia: articaina 4% con adrenalina 1:100.000.

7.4. MATERIAL QUIRURGICO

Jeringas metalicas de tipo carpule de anestesia y agujas desechables.
Sindesmo6tomos y bisturies tipo Bard-Parker con hojas del n° 15.

Pieza de mano recta con irrigacion de suero salino y fresas n°® 8 de fisura de
tungsteno, fresas quirtrgicas de Lindemann y fresas redondas de acero. Aspiradores
quirdrgicos.

Forceps de cordales inferiores y elevadores de tipo Winter de ambos lados y
botadores rectos.

Separadores tipo Langenbeck, tijeras rectas y curvas de corte, pinzas de Adson,
pinzas mosquito curvas y portaagujas de Mayo.

Aguja de sutura premontada atraumética e hilo de seda monofilamento 3/0 en aguja
semicircular 3/8.

7.5. MATERIAL PARA EL ANALISIS DE MUESTRAS
Jeringas estériles Injekt® de polipropileno/ polietileno de 5ml con agujas (40 unidades).

Tubos BD Vacutainer® estériles de 13x75mm x 2 ml con un activador del codgulo
pulverizado (silice, polivinilpirrolidona PVP y L-720) (100/sp, 1000/cs) (REF: 368492).

Human IL-6 ELISA BLK 4-213 and BLK 4-231TEN Kit 79010055 (Laboratorios LETI,
Barcelona, Espafia).

Nytrotirosin ELISA Kit K7824 (Laboratorios LETI, Barcelona, Espafia).
Placas de Costar de 96 pocillos.

Pipetas graduadas de 5y 10 ml, y puntas.
Tubos Eppendorf.

Centrifugadora Zentrifugen.Universal 320 R.
Congelador Nuaire -85°C Ultralow freezer.
Lector de placas ELISA Ivymen System 2100-C.

Escaner digital de haz cénico tipo i-CAT Next Generation® (Imaging Sciences
International, Inc.Hatfield, Pennsylvania, EEUU) Cone Beam 3-D Dental modelo 17-19.

Programa i-CAT Vision® Imaging Sciences International versién 1.8.

Programa de ordenador SPSS (Statical Package for the Social Sciences, version 21.0,
SPSS Inc., Chicago, Ill., USA).
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8. METODOS
8.1. INTERVENCION Y GRUPOS DE ESTUDIO

Se comenzd realizando la historia clinica empleada en el Departamento de
Estomatologia Il de la Facultad de Odontologia. Se procedié al consentimiento
informado de los pacientes de la intervencién quirargica asi como de la aplicacién de
melatonina y de la obtencién de muestras de sangre e imagenes digitales.

Se obtuvo un escéaner digital previo el mismo dia de la intervencion quirdrgica. La
exodoncia de ambos cordales se realiz6 bajo anestesia troncular convencional de los
nervios dentario inferior, lingual y bucal. El procedimiento quirdrgico siguié en todos los
casos la secuencia habitual. El acceso quirtrgico se realizé6 mediante una incisién
festoneada lineal y el despegamiento de un colgajo mucoperiéstico. La ostectomia fue
realizada con una fresa redonda bajo irrigacion. Se realiz6 la odontoseccién cuando
fue necesario y tras la extraccion del molar se tratd el alveolo. La aplicacién de la
melatonina en al alveolo se realiz6 de forma aleatorizada por ordenador, asignando un
cadigo diferente a la melatonina y al placebo que desconocian el paciente, el cirujano
y durante el andlisis de los datos. A continuacion se suturé con seda monofilamento
3/0 en aguja semicircular 3/8 premontada. El tiempo de operacion fue cronometrado
considerado desde el comienzo de la incision hasta la finalizacion de la sutura.

En todos los pacientes se prescribié la misma terapia antibidtica, antiinflamatoria,
analgésica y gastroprotectora, consistente en: Amoxicilina 750 mg 1 comprimido/8
horas (7 dias), Diclofenaco 50 mg lcomprimido/8 horas (3 dias), Metamizol 575 mg 1
comprimido/8 horas (alterno, en caso de dolor), Omeprazol 20 mg 1 comprimido/24
horas (7 dias).

A los 7 dias se reviso el proceso de curacion y se procedi6 a la retirada de sutura. A
los 60 dias se realiz6 el segundo escéaner digital.

A todos los pacientes se les facilité un teléfono de contacto 24 horas para controlar el
estado postoperatorio y su evolucion. La valoracion de la percepcion de inflamacion y
dolor subjetiva por parte del paciente se realiz6 mediante la comunicacion diaria con el
paciente. Ademas se registro la aparicion de eventos adversos durante un periodo
temporal de dos meses tras la exodoncia.

Célculo del tamafio muestral

Dado que no existen estudios pilotos sobre este tema con las mismas
caracteristicas técnicas de analisis y disefio, no fue posible emplear la férmula
estipulada para el célculo del tamafio muestral. Las cifras se eligieron con el
asesoramiento de un estadistico biomédico y segun la disponibilidad de pacientes que
cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion durante el periodo temporal
establecido.
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8.2. OBTENCION DE MUESTRAS
Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La primera muestra de sangre se obtuvo por extraccion directa inmediatamente
a la exodoncia del molar de su lecho en ambos lados. La segunda muestra de sangre
se obtuvo por extraccion directa del lecho quirdrgico 60 minutos después de haber
finalizado la intervencién.

La sangre se extrajo mediante jeringa estéril Injekt® de polipropileno/ polietileno de
5ml con aguja. La muestra fue almacenada en tubos BD Vacutainer® estériles de
13x75mm x 2 ml, con un activador del codgulo pulverizado (silice, polivinilpirrolidona
PVP y L-720) (100/sp, 1000/cs) (REF: 368492) y se dejo reposar durante un intervalo
de 60 a 90 minutos.

Las muestras fueron transportadas inmediatamente tras su obtencion al Laboratorio de
Investigaciébn de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de
Madrid. Las muestras de sangre no fueron tratadas con ningun aditivo, de manera que
60-90 minutos después de su obtencion fue centrifugada la muestra a 3500 rpm
durante 15 minutos (Zentrifugen.Universal 320 R) para obtener el suero. El suero fue
alicuotado en tubos Eppendorf para luego almacenarlos en el congelador a -80 °C
(Nuaire -85°C Ultralow freezer), hasta el momento de las determinaciones
bioguimicas.

Las muestras se colocaron a temperatura ambiente en el momento que se procedi6é a
realizar las determinaciones siguiendo las instrucciones del kit empleado.

Se realiz6é la lectura de las determinaciones mediante el lector de ELISA (lvymen
System 2100-C).

A. Interleuquina-6

La IL-6 es una citoquina multifuncional que regula la respuesta inmune, las
reacciones de la fase aguda y la hematopoyesis y puede desempefar un papel central
en los mecanismos de defensa del huésped. La IL-6 normalmente no esta producida
por células normales pero su expresion se produce facilmente por una variedad de
citoquinas, lipopolisacéridos o infecciones virales. La IL-6 es una citoquina pleotrofica
producida por una variedad de células. Actlda en una amplia variedad de tejidos,
ejerciendo induccion al crecimiento, inhibicion del crecimiento y diferenciacion segun la
naturaleza de las células dianas.

La obtencion de valores elevados IL-6 en suero esta relacionada con situaciones
patolégicas como infeccién bacteriana o viral, local en fase aguda, alteraciones del
sistema inmune (anormalidad de células policlonales-B o enfermedades autoinmunes),
enfermedades proliferativas (como psoriasis 0 glomerulonefritis proliferativa
mesangial), enfermedades neoplasicas (mieloma multiple, discrasias de células-B,
linfoma de Lennert, enfermedad de Castleman, carcinoma de células renales y otros
tumores). Sin embargo, su principal relacién es con una respuesta inflamatoria en fase
aguda, como en traumas tisulares, quemaduras, artritis inflamatoria o artritis
traumatica, siendo atil como factor de prediccion del curso de curacién del paciente.
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Para la determinacion de concentracion de IL-6 se elabord una curva de predictibilidad
empleando el Buffer de Lavado segun las indicaciones del fabricante (Reagents for
Human IL-6 ELISA BLK 4-213 and BLK 4-231TEN). Se prepararon las diluciones
estandar con el Buffer de Ensayo (100 microl) por duplicado en los micropocillos
obteniendo una concentracion de 200 pg/ml del estandar. Se pipete6 la muestra en
siete micropocillos de 225 microl diluyendo progresivamente la concentracion para
obtener la curva patrén de concentracion de II-6. A continuacion se aplicé el agente
colorimétrico segun las proporciones del fabricante.

El andlisis de las muestras se realiz6 afiadiendo 100 microl del Buffer de Ensayo (1X)
a los micropocillos control y 50 microl a los micropocillos de muestra. Se prepar6 el
Conjugado de Biotina y se afiadieron 50 microl a todos los pocillos, dejandolos incubar
durante 2 horas a 18-25 °C. Se prepar6 el HRP-Estreptavidina. Se vaciaron y lavaron
los micropocillos cuatro veces con Buffer de Lavado. Se afadieron 100 microl de
Solucién de Sustrato TMB a todos los pocillos y se dejaron incubar durante 10 minutos
a 18-25 °C. Finalmente se afiadieron 100 microl de Solucion de Detencion a cada
pocillo. Se realizé la lectura de las densidades épticas obtenidas a una intensidad
colorimétrica de 450 nm.

El rango de detectabilidad para este kit es de concentraciones de 100 pg/ml- 0 pg/ml, y
de una densidad 6ptica de 1.848 nm- 0.086 nm a una longitud de onda de 450 nm.

Los resultados de las concentraciones séricas de interleuquina-6 se expresan en su
media + desviacion estandar en pg/ml.

B. Nitrotirosina (NT)

La nitrotirosina es una forma derivada de la reaccién de la isoforma INOS con
superdéxido, dando lugar a peroxinitrito. Este reacciona con la tirosina produciendo esta
forma nitrada. La acumulacién de nitrotirosina esta asociada a procesos inflamatorios
(arterioesclerosis, infarto de miocardio, vasculopatia diabética, hipertension o
alteraciones cardiacas coronarias). Un numero creciente de publicaciones han
asociado el acumulo de nitrotirosina con alteraciones neurologicas (Alzheimer,
Parkinson, esclerosis mdltiple, accidentes cerebrovasculares). Con el tratamiento de
estas alteraciones los niveles de tirosinas nitradas han demostrado disminuir, por lo
gue la NT ha comenzado a ser considerada un marcador de estrés nitrosativo.

Durante el proceso inflamatorio se encuentran grandes cantidades de oxido nitrico
liberado de la L-arginina. Esta reaccion esta catalizada por la enzima NO-sintasa.
Otras causas de aumento de la produccién de NO son la exposicion a agentes
quimicos o metales pesados, farmacos, nicotina, o estrés fisico y psicologico asi como
esfuerzo fisico con consumo de oxigeno aumentado.

En altas concentraciones el NO que no se encuentra capturado por la superdxido
dismutasa mitocondrial (MNnSOD) reacciona con el anién superéxido para formar
peroxinitrito. El peroxinitrito est4 implicado como una de las principales especies
oxidantes en varias patologias y se conoce que es citotoxico, produciendo estrés
nitrosativo.
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El peroxinitrito es altamente reactivo y muestra gran afinidad a los aminoacidos
aroméaticos como al anillo fendlico de la tirosina. La nitracion de la tirosina en general
es un proceso natural dentro de la modificacion proteica post-tranlacional.

La NT es un producto estable y se considera relacionado con la produccion de
peroxinitrito, y su acumulacion en células y tejidos es un marcador del estrés oxidativo
y el estrés nitrosativo respectivamente.

Para la determinacion de NT se pipeteron 50microl de suero en un vial reactivo de
1,5ml, se le afadieron 200 microl del buffer de ensayo (ASYBUF). La mezcla se
realizo sin diluciéon de la muestra de suero, ya que se obtuvieron valores inferiores a
los detectables.

El ensayo emplea una técnica de sandwich con dos anticuerpos policlonales
enfrentados a las proteinas nitradas. Los estandares, los controles y las muestras
diluidas para la determinacion de nitrotirosina se afiadieron en los pocillos de una
placa de microensayo y se recubrieron con anticuerpo anti-nitrotirosina policlonal.
Durante el primer paso de incubacion, las proteinas nitradas son unidas por el
anticuerpo primario inmovilizado. Entonces, un anticuerpo anti-nitrotirosina policlonal
conjugado con peroxidasa se afiade a cada pocillo de microensayo y se forma un
“sandwich” de anticuerpo primario- proteina nitrada y peroxidasa conjugada. Se utilizo
tetrametilbencedina (TMB) como sustrato de peroxidasa. Finalmente, se afiadié una
solucién acida de detencidn para terminar la reaccién. El color varia de azul a amarillo.
La intensidad de amarillo es directamente proporcional a la concentracion de
nitrotirosina. Se generd una curva de dosis-respuesta de las unidades de absorbancia
Optica (densidad 6ptica, OD a 450 nm) frente a la concentracion estandar utilizando los
valores obtenidos del estandar.

Se calculé una curva de predictibilidad punto por punto segun el algoritmo de 4-
parametros para la densidad Gptica de la nitrotirosina.

Este andlisis presenta como limitacion que las muestras con concentraciones de
nitrotirosina inferiores a los valores de la curva estdndar (Rango de detectabilidad:
48nM-1522 nM) no pueden ser diluidos en buffer de ensayo y reevaluados ya que los
valores siempre quedaran por debajo de la curva estandar.

Los resultados de las concentraciones séricas de nitrotirosina se expresan en su
media + desviacion estandar en nM.

C. Evaluacion radiogréfica

Para obtener las imagenes tridimiensionales del area quirtrgica se emple6 un escaner
digital de haz cénico tipo i-CAT Next Generation® (Imaging Sciences International,
Inc.Hatfield, Pennsylvania, EEUU) Cone Beam 3-D Dental modelo 17-19. El equipo
empleado esta dotado con un sensor de panel plano de silicio amorfo con centelleador
de Csl (20x25cm), funcionando con un generador de alta frecuencia. Posee un campo
de vision (Cephalometric) de 17cm (h) x 23cm (d) con un tamafio de los voxeles de 0,4
mm, 0,3 mm, 0,25 mm, 0,2 mm y 0,125 mm. Este equipo emplea una forma de
reconstruccion en cilindro con una radiacion entre 4 y 42 veces menor que con un
equipo de tomografia computerizada convencional.
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El escaner mediante tecnologia CBCT obtiene cortes de hasta 0,2 mm de elevado
contraste, sin distorsién ni magnificacién a escala 1:1. Las imagenes fueron obtenidas
programando el equipo a 120 kV, 5 mA y con un tiempo de exposicion de 8,9
segundos, con el paciente en posicidon sentada. Se realizaron cortes panoramicos y
seccionales antes y después de las exodoncias.

Para el procesamiento y analisis de las imagenes se utilizé el programa i-CAT Vision®
Imaging Sciences International version 1.8, que permite obtener una imagen dinadmica
del escaner y comparar las densidades éseas mediante la cuantificacion de las
Unidades Hounsfield por area (UH).

En la imagen del corte panoramico obtenido previamente a las exodoncias se realizé
la medicién de 10 areas del tercer molar inferior consideradas regiones de interés y de
10 &reas de hueso en la regién distal al cordal, considerada region de control. Las
mediciones se realizaron en ambos lados, evitando corticales y la superposicion de
estructuras anatémicas como el conducto dentario inferior, la linea oblicua externa y la
fosa submandibular. Ademas, se seleccionaron 10 cortes seccionales de cada lado de
la region del cordal inferior, en los que se midieron 5 areas del molar exodonciado, y 5
areas de la region ésea distal.

Se realizaron las mismas mediciones en la imagen panoramica y los cortes
seccionales obtenidos en el escaner posterior a las exodoncias.

Se establecié un grosor de los cortes seccionales de 1,60 mm, y las areas de medicion
empleadas fueron todas de 3,60 mmz. Esta area fue elegida para registrar un nimero
adecuado de zonas representativas evitando la superposicion de las estructuras
mencionadas.

Los resultados de la densidad 6sea se expresan en UH (media + desviacion estandar).
8.3. CONFORMIDAD ETICA

Para asegurar la conformidad ético-legal del proyecto se seguiran los requisitos
exigidos por el Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico San Carlos
de la Comunidad de Madrid, de acuerdo a lo establecido en la Declaracion de Helsinki
(Asamblea Médica Mundial), y cumpliendo con los requisitos establecidos por la
legislacién espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccion de datos
de caracter personal y la bioética. La aplicacion de melatonina local en el alveolo, asi
como la obtencion de las muestras hematologicas y radiolégicas fue autorizada de
modo explicito por el paciente. Aprobado por el CEIC Hospital Clinico San Carlos en
su reunién del dia 06/06/2012, acta 6.1/12.

La melatonina ya se encuentra a la venta en Espafa en dosis de 1,3; 1,8; 2,5y 5 mg
en presentacion en cpsulas y liquida y sin receta para el tratamiento de desérdenes
del suefio, habiendo sido ampliamente demostrada su eficacia asi como su seguridad
en pacientes. En este estudio la presentacion farmacologica de la melatonina fue en
forma de gel, debido a su facil manipulacion y aplicacion en el alveolo, ademas de
favorecer su absorcion.

La informacion fue codificada asignando a cada paciente un himero de caso de forma
que los miembros del equipo de investigacion no obtuvieran informacion del paciente.
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La melatonina y el placebo fueron codificados mediante una letra, de modo que el
paciente, el cirujano y el equipo de investigacién no pudieran distinguir la melatonina
de placebo.

La obtencion de las muestras de sangre no supone ninguna molestia adicional, ya que
las cantidades extraidas normalmente para los andlisis médicos asi como para las
donaciones es el doble del total de sangre que obtendremos. Ademas, estas
extracciones se realizaron bajo el efecto de la anestesia local necesaria para el
tratamiento de la exodoncia.

La captacion de imagenes mediante escéner digital se realizd con el sistema i-CAT.
Este equipo permite obtener imagenes tridimensionales con una radiacion entre 4 y 42
veces menor que con un equipo de tomografia computerizada convencional,
aportando una seguridad diagnéstica en la prevencién de complicaciones quirdrgicas.

8.4. ANALISIS

El procesamiento y obtencién de resultados de las muestras de sangre fue realizado
en el Laboratorio de Investigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Complutense de Madrid.

La obtencion y analisis de las imagenes digitales fue realizada en el Servicio de
Radiodiagnéstico de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de
Madrid.

El procesamiento estadistico de los resultados obtenidos fue realizado por un Analista
de Datos Especialista en Bioestadistica.

Los datos fueron analizados usando el programa de ordenador SPSS (Statical
Package for the Social Sciences, version 21.0, SPSS Inc., Chicago, Ill., USA).

Se aplico la prueba de Kolmogorov-Smirnov a dos colas para determinar el tipo de
distribucion de los datos resultantes del andlisis de sangre. Al demostrar que puede
aceptarse la normalidad de la muestra se aplicé una prueba T para muestras
relacionadas. Se consider6 un valor estadisticamente significativo de p<0,05.

El analisis estadistico de la densidad ésea se realizd6 aplicando una prueba de
Shapiro-Wilk al tener una muestra pequefia. Al demostrar que puede aceptarse la
normalidad de la muestra se aplic6 una prueba T para muestras relacionadas para las
comparaciones. Se consider6 un valor estadisticamente significativo de p<0,05.

Variables

Las variables independientes estudiadas son las caracteristicas en las que difieren los
objetos de estudio, pudiendo concretar como tales el lado caso, tratado con
melatonina, en comparacion con el control, tratado con un placebo.

Las variables dependientes son aquellas cuyo comportamiento es explicado o
pronosticado por una o mas variables independientes, pudiendo considerar como
variables independientes la concentracion de interleuquina-6 y nitrotirosina
determinada en las muestras de sangre, asi como la densidad 6sea determinada en
las pruebas de diagnostico por imagen.
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9. RESULTADOS

Se estudiaron 10 pacientes, que incluyeron 9 mujeres y 1 varon, con una media
de edad de 22,60 + 2,17 afios. Las muestras fueron codificadas de la siguiente
manera: “a” lado de melatonina previo, “b” lado de control previo, “A” lado de
melatonina posterior, “B” lado de control posterior. El tiempo de intervencién quirargica
no superod en ningun caso los 30 minutos, por lo que ningun paciente fue excluido de la

muestra por este criterio (Tabla I).

Las muestras 5B y 10B no pudieron ser analizadas mediante la técnica de
ELISA al obtenerse tras su centrifugacién una muestra defectuosa.

El estudio descriptivo y de normalidad de las muestras de IL-6 determina el
comportamiento normal de la muestra a pesar de un valor atipico en las muestras
previas a la aplicacion del placebo.

Las concentraciones medias de IL-6 antes de la aplicacion del tratamiento fueron de
11,17+11,03 pg/ml y 15,03+21,92 pg/ml del lado de aplicacién de melatonina y placebo
respectivamente. No existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos,
por lo que se acepta que las concentraciones de IL-6 previas son iguales en ambos
lados (Tabla I1).

La concentracién de IL-6 tras la aplicacién de melatonina fue de 361,32 + 235,22
pg/ml, mientras que tras la aplicacién del placebo fue de 262,58 + 233,92 pg/ml. No
existen diferencias entre la aplicacion de melatonina y placebo en cuanto a la
concentracion de IL-6. Sin embargo si existen diferencias significativas en cuanto a las
concentraciones de IL-6 previas y posteriores a la aplicacion de melatonina y de
placebo (Figura 1)

El andlisis estadistico de las concentraciones de NT no pudo realizarse ya que
los valores de densidad Optica obtenidos en la mayoria de las muestras se
encontraban por debajo de la curva patron de detectabilidad. El limite inferior de
deteccién esta establecido en concentraciones < 0,001 nM, por lo que los valores de
NT de las muestras son insignificantes (Figura 2).

En el estudio de la densidad 6sea a los 60 dias, un paciente tuvo que ser
excluido de la muestra al presentar una reaccion alérgica al Metamizol que no habia
comunicado en su historia clinica por desconocimiento. Ademas, recibié tratamiento
quirargico bucal de la regién intervenida por una complicacién postoperatoria y no fue
posible la realizacion del escaner mandibular en la fecha establecida. A pesar de ser
excluido de la muestra del estudio radiogréfico, se realiz6 el seguimiento del paciente y
se describen los eventos adversos que existieron.

El estudio descriptivo y de normalidad de las muestras de UH en los cortes
panoramicos y en los cortes seccionales determina el comportamiento normal de la
muestra.

En los cortes panoramicos no existen diferencias significativas en la regién ésea distal
en los cortes panoramicos previamente (a=609,39 + 173,28 UH; b=620,59 + 177,36
UH) y tras la extraccion (A=631,40 £91,08 UH; y B=684,66 +115,50 UH). Tampoco se
encontraron diferencias de densidad en la regioén del cordal antes de la aplicacion del
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tratamiento (a=1135,20 +169,78 UH; b=1244,01+ 209,03 UH). La densidad ésea a
nivel del alveolo tras la aplicacion de melatonina fue de 561,98+105,92 UH, mientras
que tras la aplicacion del placebo fue de 598,82+209,03 UH. No existen diferencias
entre ambos lados tras el tratamiento (Tabla Ill, Figura 3).

En los cortes seccionales la densidad media en la regién del cordal antes de la
aplicacion del tratamiento (a=1634,38 + 273,24 UH; b=1673,18 + 180,23 UH) no
obtuvo diferencias significativas. No se encontraron diferencias en la region ésea distal
antes de la aplicacion del tratamiento (a=358,36 +143,29 UH; b=322,44 + 124,62 UH),
y posteriormente (A=466,56 + 213,74 UH; B=434,47 + 188,87 UH), ni entre lados. La
densidad Osea en la region del cordal tras la aplicacion del tratamiento (A=377,42
+125,67 UH; B=347,56+97,02 UH) no presenta diferencias estadisticamente
significativas. Por tanto, no existen diferencias entre la aplicaciéon de melatonina y
placebo en cuanto a densidad 6sea en los cortes panoramicos ni seccionales. Sin
embargo si existen diferencias significativas en cuanto a la densidad 6sea previa y
posterior a las exodoncias (Figura 4).

10. DISCUSION

En el presente estudio el tiempo de intervencion quirdrgica es similar al de
otros autores que registran el tiempo desde el comienzo de la incisién hasta el final de
la sutura. En nuestro caso, ademas, el tiempo incluye la obtencién de la muestra de
sangre del alveolo inmediatamente tras la exodoncia del cordal y antes de aplicar el
tratamiento. Sin embargo, la posicion mesioangular de los cordales retenidos es la
mas frecuente’, y la que se asocia con tiempos de intervencién de menor duracion y
un menor ndmero de complicaciones *.

La obtenciéon de las muestras de sangre del alveolo en cantidad suficiente no
es siempre sencilla debido las diferencias interindividuales en el sangrado y al menor
trauma quirdrgico en la exodoncia de cordales mesioangulados en pacientes jévenes.
A pesar de lograr obtener una cantidad suficiente para su procesamiento y analisis en
todas las muestras, hubo dos muestras posteriores a la aplicacion del gel placebo
cuyo plasma no pudo analizarse por tener una consistencia oleosa. Esto pudo deberse
al escaso sangrado local, que mezclado con el gel, dio lugar a la obtencion de una
muestra imposible de procesar.

Algunos autores han concluido el significado de la IL-6 en produccién de los
primeros sintomas derivados de la inflamacion®?*. Se ha encontrado en gran cantidad
en el sitio de la herida quirdrgica, en relacién con la severidad de la cirugia y, por lo
tanto, con la magnitud de la lesi6n de los tejidos®?’. Ademas, actla como un
mensajero de informacion de la severidad del dolor e inflamacion desde la periferia al
sistema nervioso central®®’ y estimula la reabsorcién 6sea, actuando en las etapas
iniciales de la osteoclastogénesis®.

La concentracion media de IL-6 antes de la aplicacién del tratamiento fue de
11,17+£11,03 pg/ml y 15,03+21,92 pg/ml. Por tanto, aceptamos que las
concentraciones de IL-6 previas son iguales en ambos lados, correspondiendo con un
estado preinflamatorio.
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Varios estudios muestran que la melatonina, en situaciones de respuesta inmune o
inflamatoria aguda como wun trauma quirdrgico, actia como antiinflamatorio
neutralizando Ia prOdUCCién de IL_6104,123,153,155,156,157,158,159,160,161, 165,166,167,168,169
Mientras, otros autores proponen que estimula el sistema inmune en condiciones

basales o estados de inmunosupresion, para una respuesta inmune temprana mas
eﬁcazllo,175,176,177,178,179,180,181,182

La concentracion de IL-6 hallada tras la aplicacion de melatonina y placebo fue de
361,32+235,22 pg/ml y 262,58+233,92 pg/ml respectivamente, no encontrando
diferencias significativas entre su aplicacion o la del placebo. Por lo que en nuestro
estudio no se puede afirmar que la melatonina influya en la concentracion de IL-6, en
relacién con el proceso inflamatorio de forma temprana. Si se encontré un aumento
significativo de la concentracion de IL-6, relacionado con el proceso inflamatorio
habitual, ya que no existieron diferencias entre el farmaco y el placebo. Una posible
explicacién, segun algunos autores, es que el mayor efecto de la melatonina tiene
lugar cuando los mediadores inflamatorios ya se encuentran aumentados en la regién
dafiada'*****'"°. Por esta razén podria ser que las concentraciones del IL-6 halladas a
los 60 minutos de su aplicacién aln no se hubieran visto afectadas por la presencia de
melatonina. Otro factor relacionado con su efecto, segln acuerdan varios autores, es
la dosis aplicada™*'*"?*°, Sin embargo se han descrito efectos antiinflamatorios y
analgésicos aplicando localmente dosis de 5 mg®”®, 2 mg***"*'"* e incluso dosis
micromolares™®>*%6:7,

En nuestro estudio, la cuantificacién de un producto estable del NO como es la
nitrotirosina, resulté en la mayoria de los casos en valores inferiores a los detectables
(<0,001 nM) tanto en las muestras obtenidas antes como en las posteriores a la
aplicacion de melatonina y placebo. Aunque no es posible establecer conclusiones, de
estos hallazgos se deduce que los valores de productos de degradacion oxidativa y
nitrosativa inmediatamente después de las extracciones aun no son lo suficientemente
elevados como para ser detectables, de acuerdo con otros estudios en extraccion de
cordales, donde no fueron detectables®. Varios estudios corroboran la aparicion del
pico maximo de NO y del dolor producido por el estrés oxidativo a los 60 minutos del
trauma tisular**%®1%927  gpreciando en este momento las méaximas diferencias
producidas por la administracién de analgésicos. En modelo animal también se ha
encontrado un efecto antinociceptivo maximo de la melatonina a los 60 minutos de su
administracién a dosis elevadas (60 mg/Kg y 120 mg/kg) de forma sistémica, aunque
sus efectos son apreciables desde los 30 minutos hasta los 120 minutos posteriores®”’.
Debido al mecanismo de accion de la melatonina, algunos autores proponen la
administracién de melatonina 30 minutos antes del estimulo nociceptivo, logrando
bloquear parcialmente la accion de las isoformas INOS asi como otros mediadores del
estrés oxidativo'®*'®°. Sin embargo, como ya hemos mencionado, se propone también
que el maximo efecto de la melatonina seria apreciable en presencia de
concentraciones aumentadas de mediadores inflamatorios y nociceptivos en la region
dafiada'. Los valores obtenidos en nuestro estudio sugieren una presencia
indetectable de especies reactivas de oxigeno y nitrogeno a los 60 minutos de la
intervencion en ambos lados, por tanto la aplicacion de melatonina local no tendria
influencia en la presencia de NO a los 60 minutos.
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En el estudio de la densidad ésea, un paciente tuvo que ser excluido de la
muestra al presentar una reaccién alérgica que no habia comunicado en su historia
clinica por desconocimiento. Ademas, recibid tratamiento quirdrgico bucal de la region
intervenida por una complicacién postoperatoria y no fue posible la realizacion del
escaner mandibular en la fecha establecida. A pesar de ser excluido de la muestra del
estudio radiogréfico, se realiz6 el seguimiento del paciente y se describen los eventos
adversos que existieron. La exclusién de este paciente supuso que la totalidad de los
pacientes de la muestra fueran mujeres.

Los primeros estudios sobre el tiempo de curacion alveolar postexodoncia
consideraban un tiempo de 4-6 meses para el hueso mandibular®. Posteriormente, se
determiné que los cambios mas significativos tenian lugar entre el tercer y el 6° mes?’.
Otro estudio observé que, a los 2 meses, la densidad 6sea era menor que el valor
medio de la densidad, indicando una insuficiente regeneracion 6sea®®. Sin embargo,
otros estudios cuantitativos de la densidad ésea concluyen que la mayor pérdida 6sea
tiene lugar durante los 2 primeros meses® %% Se han descrito las propiedades
favorables de 5 mg de melatonina local en el aumento de la densidad radiol6gica a los
15 dias, logrando neoformacion de la cortical en un 89,72% y del defecto 6seo del
91,98%. A los 60 dias no se diferencia del hueso no tratado, alcanzando un 98,35% de
grosor cortical neoformado y un 99,03% de longitud del defecto cubierto®®. Otros
estudios también han descrito efectos osteogénicos empleando dosis de 5 mg?*%3"2%?,
3 mg®*, y 1,2mg*"®*"* en su aplicacién implantoldgica.

En el presente estudio se evalla el efecto osteogénico de la melatonina y su
utiidad en la aceleraciéon de la regeneracion ésea, logrando una densidad Gsea
adecuada para la colocacién y carga de implantes, en el periodo que el hueso sufre
mayor remodelacién. Cabe sefalar que un factor importante en la cantidad de rayos X
gue recibe la pelicula radiogréafica es la caracteristica fisica de la sustancia que se esté
radiografiando. Cualquier incremento en la densidad, el nUmero atémico y el espesor
de la sustancia, determinara un aumento en su absorcién de rayos X y por tanto una
disminucion de su densidad radiolégica. Esto significa que un aumento en la formacion
de hueso se reflejara como un aumento en la radioopacidad de la regiéon
radiografiada®, ya que la melatonina es radiotransparente tanto en radiografia
convencional como en escéner digital y estudios de tomografia computerizada®*®.

En el estudio de los cortes panoramicos y seccionales no se encontraron
diferencias en la densidad 6sea de la region del cordal entre ambos lados y tampoco
de la region Osea distal antes de la aplicacion del tratamiento, confirmando la igualdad
previa de ambos lados. Comparando la densidad 6sea de la regién distal en los cortes
panoramicos y seccionales no se encontraron diferencias significativas, como cabia
esperar, al ser una region 6sea que apenas fue manipulada durante las intervenciones
quirtrgicas. Sin embargo si existieron diferencias en la region del cordal antes de las
exodoncias y a los 60 dias tanto en los cortes panoramicos como en los seccionales,
ya que la densidad previa adquiere valores superiores por la presencia de esmalte y
dentina del cordal, con una mayor densidad radiografica que el hueso.

Varios autores observan que la densidad 6sea es menor en pacientes de menor edad
y en mujeres’®®®. Teniendo en cuenta esta diferencia, los valores que obtuvimos en
los cortes panoramicos en las regiones distales son comparables a los obtenidos por
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otros autores, que oscilan entre 546,9+209,7UH®*® y 676,2+244 4UH’°, aunque en
mujeres de la 52 década de la vida.

La densidad Gsea en la region alveolar en los cortes panoramicos tras la aplicacion de
melatonina fue de 561,98+105,92 UH, mientras que tras la aplicacion del placebo fue
de 598,82+209,03 UH. Segun algunos autores, la densidad 6sea en la region
mandibular  posterior adquiere valores de 628,2+209,2UH®, 669UH" vy
715,8+#190UH. Los resultados obtenidos en el presente estudio después de la
aplicacion de melatonina en la region distal (631,40+91,08 UH) son similares
considerando la diferencia de edad de la muestra. Sin embargo, la densidad Gsea tras
la aplicacion de melatonina en la regién alveolar (561,98+105,92 UH) no alcanza los
valores que indiquen una densidad 6ésea adecuada.

La medicién de densidad en las regiones alveolares en los cortes seccionales fue de
377,42 +£125,67 UH tras la aplicacién de la melatonina y de 347,56+97,02 UH con el
placebo. Estos valores son muy inferiores a los obtenidos en los cortes de la misma
region en otro estudio (524,3+169,5UH) de pacientes con una edad media de
51,56+13,78 afios*.

En el presente estudio no existen diferencias entre la aplicacion de melatonina
y placebo en cuanto a densidad ésea a los dos meses en los cortes panoramicos y
seccionales, sin embargo la densidad 6sea alcanzada en ambos alveolos es muy
similar a la densidad de la region 6sea distal del mismo lado. En base a estos
resultados concluimos que no existen diferencias entre la aplicacién de melatonina y
placebo en cuanto a la densidad ésea. Por tanto, segun este estudio, la melatonina no
aporta un beneficio en la densidad 6sea a los 60 dias. A pesar de ello, se aprecia que
la densidad Gsea alveolar a los 2 meses es muy similar a la registrada en la zona 6sea
distal.

La informacién obtenida en cuanto a la percepcién de la inflamacién y el dolor
por el paciente es empleada para analizar de forma descriptiva factores subjetivos
relacionados con la aplicacion de melatonina. Durante las primeras 4-10 horas, 5
pacientes comunicaron presentar mayor inflamacion en el lado en el que se aplicé
melatonina en relacién con el lado opuesto. Los otros 5 pacientes refirieron mayor
inflamacién en el lado en el que se habia aplicado el placebo, aunque tan solo 2 de
ellos lo apreciaron durante las primeras 4-10 horas. Los otros 3 pacientes apreciaron
las diferencias a partir de las 48 horas. La percepcion de la inflamaciéon no siempre
estuvo en relaciébn con el dolor. En 3 pacientes se registré un dolor mayor, de
severidad variable, en el lado tratado con melatonina en las primeras 4 horas, mientras
que 3 pacientes describieron esta percepcion aumentada en el lado de control (2
pacientes a las 10 horas y uno a las 48 horas). La toma de analgésicos fue finalizada
debido a la ausencia de dolor por 6 pacientes durante las primeras 48 horas, siendo de
1 comprimido el caso que menor analgesia requirio.

En el transcurso del postoperatorio se registraron las complicaciones y se
adopté la actitud terapéutica habitual en cada caso para lograr su resolucion de forma
eficaz. A partir del tercer dia dos pacientes refirieron mareos, que fueron disminuyendo
progresivamente hasta desaparecer en un maximo de cuatro dias desde su aparicion.
En este periodo tuvo lugar una disestesia del hemilabio inferior del lado tratado con
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melatonina. Se pautd Hidroxil-B12-B6-B1®, logrando su resoluciéon a los 3 dias, por lo
gue se excluye una etiologia infecciosa o0 traumatica, considerando la causa
inflamatoria como la mas probable. También un paciente registré fiebre de 39 °C,
aungue su origen bucal fue descartado. Otro paciente presentd una alveolitis en el
lado de aplicacion de melatonina, requiriendo un cambio de pauta antibidtica a
Amoxicilina 875 mg+125 mg acido clavulanico: 1 comprimido/8horas (8 dias). A los 36
dias presenté una inflamacién severa creciente de causa no infecciosa, debido al un
trauma del periostio que se produjo la paciente, que fue resuelta en 10 dias.

Finalmente, un paciente mostrdé una reaccion alérgica, no referida en la historia
clinica, con edema palpebral debida al Metamizol 575 mg a las 10 horas de la
intervencion. Se procedié a la sustitucion de la terapia analgésica y el paciente acudié
al servicio de urgencias. Este mismo paciente, a los 35 dias, acudid con inflamacion
creciente, trismo y dolor nocturno en el lado donde se aplicé melatonina, al servicio de
urgencias de Gesundheit Nord, Ambulanz Bremen GmbH (Alemania), donde fue
diagnosticado de “absceso paramandibular de origen 38” y se le realizdé un drenaje
quirdrgico y pauta antibiética (Ciprofloxacino 500 mg), antiinflamatoria (Ibuprofeno 600
mg), analgésica (Paracetamol 650 mg) y antiséptica (Clorhexidina 0,2%). Debido a
esta intervencion quirdrgica de la zona de tratamiento el paciente fue excluido del
estudio de la densidad Osea.

A pesar de las complicaciones registradas, la distribucién de las mismas no
permite determinar su relacién con la aplicacion de melatonina. Por otra parte, en
cuanto a las complicaciones tardias, en un caso se demostré una etiologia traumatica
producida por el propio paciente, y al no requerir tratamiento quirargico pudo ser
mantenido en el estudio. Mientras tanto, en el paciente excluido del estudio
radioldgico, cabe la posibilidad de que no siguiera las pautas postextraccion de forma
adecuada, ya que refiri6 que del tratamiento pautado en urgencias solo siguié el
referente al analgésico.

La presente investigacion presenta una serie de limitaciones. En primer lugar,
al tratarse de un estudio piloto, la muestra de pacientes no es suficiente para
establecer conclusiones con una evidencia suficiente. Ademas, el nUmero de medidas
se vio reducido debido a la exclusién de muestras por diversos motivos. Por otra parte,
segun proponen algunos autores, los resultados obtenidos mediante el equipo de
diagnostico por imagen solo son comparables con aquellos estudios que utilicen el
mismo equipo®?*, Las regiones medidas son determinadas de forma manual por el
operador, por lo que podrian existir errores en la realizacion de la medicion®.

Debido a la discrepancia de los resultados obtenidos con respecto a los estudios
previos parece recomendable la realizacion de estudios posteriores en modelos de
exodoncia de cordales que evalien marcadores de inflamacion y dolor, asi como
parametros de densidad 6sea, con un mayor seguimiento en el tiempo para ampliar la
evidencia cientifica existente y con una mayor dosis.

Segun nuestro conocimiento, esta es la primera investigacion sobre la
aplicacion local de la melatonina en pacientes que cuantifica sus propiedades
antiinflamatorias y analgésicas empleando métodos objetivos directos. Ademas,
proponemos la utilizacion de la cuantificacion de las UH determinadas en CBCT como
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un método sencillo, objetivo y preciso, con menor radiacion para el paciente, para la
evaluacion de la densidad Osea.

11. CONCLUSIONES

1.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre la aplicacion de
melatonina y la aplicacion de un placebo en cuanto a las concentraciones de
interleuquina-6 y la densidad 6sea.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre las concentraciones
de interleuquina-6 tras la aplicacion de melatonina frente al control.

No se pueden determinar diferencias entre los niveles de nitrotirosina antes y
después de aplicar melatonina o un placebo.

No existen diferencias estadisticamente significativas entre la aplicacién de
melatonina y placebo en cuanto a la densidad 6sea, por lo que debemos
concluir que el tratamiento no es influyente.

No es posible establecer una relaciébn causal de la melatonina con las
complicaciones sucedidas durante el postoperatorio.

Son necesarias mAas investigaciones con una metodologia adecuada,
ampliando la muestra y aplicando mayores dosis de melatonina.

12. DECLARACION AUTORES

No existié remuneracion econdmica a los sujetos participantes en el estudio. No existié
remuneracion econdmica a los investigadores. Esta investigacion ha sido financiada
en su totalidad de forma particular, y los investigadores declaran que no existe
conflicto de intereses.
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14. TABLAS Y FIGURAS

Tabla I. Tiempo de intervencidn quirdrgica

NUMERO DE EDAD TIEMPO DE INTERVENCION
PACIENTE (afnos/meses) (minutos)

DERECHO IZQUIERDO

1 24/ 5 12,93 11,20

2 17/ 3 14,60 16,32

3 23/ 3 19,63 23,17

4 23/ 2 18,80 21,85

5 23/ 8 15,13 17,24

6 25/ 0 22,77 21,75

7 22/ 2 21,32 18,88

8 24/ 3 14,82 16,93

9 22/ 5 14,00 12,93

10 20/ 5 16,63 18,99

Tabla Il. Concentracion de IL-6 (pg/ml)

a A b B
Media 11,1662 361,3186 15,0269 262,5841
Desuv. tip. 11,02627 235,22458 21,92117 233,91990
Minimo ,81 9,55 ,62 18,43
Maximo 30,14 590,31 74,10 576,87
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Tabla lll. Valores descriptivos de densidad 6sea (UH)

Media

Desv. tip.

Minimo
Maximo

Media

Desv. tip.

Minimo
Maximo

Region alveolar en corte panoramico Region 6sea distal en corte panoramico
a A b B a A b B
1135,200 @ 561,978 @ 1244,011 | 598,822 @ 609,389 | 631,400 620,589 & 684,659
169,7818 | 105,9202 ' 113,2596 | 209,0340  173,2774 | 91,0766 | 177,3594  115,4965
915,3 424,3 1047,0 391,1 428,7 498,0 3714 525,0
13711 700,1 1407,5 1029,5 908,6 741,5 954,7 928,3
Region alveolar en corte panoramico Region 6sea distal en corte panoramico
a A b B a A b B
1634,378 | 377,422 1673,178 | 347,556 @ 358,356 | 466,556 @ 322,444 | 434,467
273,2394 125,6734  180,2294 97,0148 | 143,2897 213,7423 | 124,6199 188,8701
1347,8 158,8 1331,6 147,6 160,2 147,0 183,6 156,4
2071,2 648,4 1940,6 475,4 569,0 889,0 514,2 812,2

Figura 1. Concentraciones de IL-6 (pg/ml)
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Figura 2. Curva de detectabilidad de nitrotirosina
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Figura 3. Densidad ésea cortes panoramicos (UH)
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Figura 4. Densidad 6sea cortes seccionales (UH)
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ANEXO |
HOJA DE INFORMACION PARA LOS POSIBLES PARTICIPANTES (RD 561/93)
Objetivo:

El Proyecto de Investigacion "Efecto de la melatonina aplicada localmente en el interior
de alveolos post-extraccion de terceros molares retenidos. Estudio piloto" pretende
proporcionar una alternativa efectiva en el tratamiento inmediato de la inflamacién y el
dolor producidos por la extraccién de los terceros molares a partir de la medicion de
parametros bioquimicos obtenidos de las muestras de sangre. Ademas se pretende
demostrar su utilidad en la regeneracion ésea temprana, obteniendo un hueso de
volumen y densidad adecuados en un periodo de tiempo mas breve mediante la
comparacion digitalizada de las imagenes obtenidas por escéner.

Metodologia empleada:

Estudio de ensayo clinico aleatorizado en fase IV con andlisis de variables biolégicas.
La medicién de determinadas moléculas indicadoras de dolor e inflamacién en sangre
mediante técnicas bioquimicas de enzimoinmunoandlisis y la medicion de volumen y
densidad 6sea mediante un sistema informatico de recuento de Unidades Hounsfield
obtenidas en una imagen de escaner digital, comparando las medidas con las
obtenidas del lado control.

Beneficios esperados para el paciente o la sociedad:

El beneficio es la obtencidon de una sustancia natural que pueda ser empleada en la
misma sesion quirargica para reducir la inflamacion y el dolor desde los momentos
iniciales, ademas de favorecer la formacién de un hueso adecuado y suficiente en
menor tiempo.

Incomodidades y riesgos derivados del estudio:

Sera necesaria la extraccion sanguinea de dos tubos de hasta 4 ml de cada alveolo,
de modo que se extraera un tubo de cada lado inmediatamente antes de la cirugia y
otro tubo de cada lado a los 60 min de la cirugia.

Se requeriran también dos imagenes de escaner digital, obtenidas en dos visitas. La
primera se realizard tras la extraccion de los cordales, el mismo dia de la intervencion.
La segunda se realizard a los 60 dias en la revision del proceso de curacion.

La Unica incomodidad es la propia de acudir a la revision, puesto que la puncion para
la extraccién sanguinea se realizara una vez el paciente se encuentre bajo el efecto de
la anestesia.

Posibles acontecimientos adversos:

Los unicos efectos adversos son los propios del acto quirdrgico de extraccion de
terceros molares.
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La participacion es de caracter voluntario, y puede retirarse del estudio en
cualguier momento sin que por ello se altere la relacién médico-enfermo ni se
produzca perjuicio en su tratamiento.

Proteccion de datos:

Accederan a sus datos personales, previo consentimiento suyo, los profesionales
sanitarios que procedan a la exodoncia quirargica de los cordales y a la extraccion de
la sangre en el Departamento de Estomatologia Il (Medicina y Cirugia Bucofacial) de
la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid coordinados por
el Dr. Carlos Cobo. Los datos recogidos en la Historia Clinica asi como los resultados
del estudio de las muestras de sangre y las imagenes de escaner seran separados de
su identidad personal, asignando un mismo cddigo a la Historia Clinica y a los
resultados del estudio, de forma que no serd posible asociarlos por el personal
investigador ajeno al Departamento de Estomatologia Il (Cirugia y Medicina
Bucofacial) de la Facultad de Odontologia salvo expresa autorizacion.

Modo de compensacién econ6mica y tratamiento en caso de dafio o lesién por
su participacion en el ensayo, tal como consta en la Ley del Medicamento:

No existe compensacion econdmica.

Investigador responsable del Proyecto de Investigacion y de informar al sujeto y
contestar a sus dudas y preguntas, y modo de contactar con él en caso de
urgencia:

El investigador responsable del Proyecto de Investigacion es el Dr. Carlos Cobo
Vazquez, de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid. En
el Departamento de Estomatologia Ill (Medicina y Cirugia Bucofacial), el investigador
coordinador es el Dr. Juan Lépez-Quiles Martinez, cuyo teléfono de contacto es el
91 394 1964.
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ANEXO I

CONSENTIMIENTOS INFORMADOR PARA LOS POSIBLES PARTICIPANTES
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

[ A ] o - , de ...
afos de edad y con DNI NO.......ccoociiivvieees , manifiesta que ha sido
INFOrMATO/A POF....eiiiiieiei it sobre los beneficios que

podria suponer la extraccion de dos muestras de un volumen méaximo de 4 ml de mi
sangre de cada lado para cubrir los objetivos del Proyecto de Investigacién titulado
"EFECTO DE LA MELATONINA APLICADA LOCALMENTE EN EL INTERIOR DE
ALVEOLOS POST-EXTRACCION DE TERCEROS MOLARES RETENIDOS.
ESTUDIO PILOTQ", realizado por investigadores del Departamento de Estomatologia
[l (Medicina y Cirugia Bucofacial) de la Facultad de Odontologia de la Universidad
Complutense de Madrid. La finalidad de este estudio es obtener una alternativa
efectiva en el tratamiento inmediato de la inflamacién y el dolor producidos por la
extraccion de los terceros molares con utilidad en la regeneracién 6sea temprana,
obteniendo un hueso de volumen y densidad adecuados en un periodo de tiempo mas
breve.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que la extraccién de cuatro muestras de
hasta 4 ml de sangre puede tener sobre mi bienestar y salud, que son los atribuibles a
una extraccion habitual.

He sido también informado/a de que mis datos personales seran protegidos de
acuerdo con lo que dispone la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal. Las muestras seran anonimizadas y los
datos clinicos necesarios me seran preguntados en el momento de la extracciéon y
autorizo que sean consultados en mi Historia Clinica por el Médico del Equipo
Investigador del Centro de Salud. S6lo se accedera a la parte de la Historia clinica
cuyos datos sean relevantes para el estudio, y en cualquier caso, los Médicos del
Equipo Investigador se comprometen a guardar la mas estricta confidencialidad.

Tomando ello en consideracion, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a que esta
extraccion tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el
proyecto.

Madrid, a de de 2013.

Fdo. D/Diia Fdo. D/ Dia Facultativo

(paciente) (Tutor, en el caso de Incapacidad)
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DECLARACION DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

[ A ] o - , de ...
afos de edad y con DNI NO.......ccoooii s , manifiesta que ha sido
INFOrMATO/A POF....eiiiiiiieiiiee e sobre los beneficios que

podria suponer la realizacién de dos escaners digitales para cubrir los objetivos del
Proyecto de Investigacion titulado "EFECTO DE LA MELATONINA APLICADA
LOCALMENTE EN EL INTERIOR DE ALVEOLOS POST-EXTRACCION DE
TERCEROS MOLARES RETENIDOS. ESTUDIO PILOTO", realizado por
investigadores del Departamento de Estomatologia 11l (Medicina y Cirugia Bucofacial)
de la Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid. La finalidad
de este estudio es obtener una alternativa efectiva en el tratamiento inmediato de la
inflamacién y el dolor producidos por la extraccion de los terceros molares con utilidad
en la regeneracion 6sea temprana, obteniendo un hueso de volumen y densidad
adecuados en un periodo de tiempo mas breve.

He sido informado/a de los posibles perjuicios que realizacibn de dos escéners
digitales puede tener sobre mi bienestar y salud, que son los atribuibles a una
exploracion habitual.

He sido también informado/a de que mis datos personales serdn protegidos de
acuerdo con lo que dispone la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de
Proteccion de Datos de Caracter Personal. Las imagenes seran anonimizadas y los
datos clinicos necesarios me seran preguntados en el momento de la extraccion y
autorizo que sean consultados en mi Historia Clinica por el Médico del Equipo
Investigador del Centro de Salud. So6lo se accederd a la parte de la Historia clinica
cuyos datos sean relevantes para el estudio, y en cualquier caso, los Médicos del
Equipo Investigador se comprometen a guardar la mas estricta confidencialidad.

Tomando ello en consideracién, OTORGO mi CONSENTIMIENTO a que esta prueba
tenga lugar y sea utilizada para cubrir los objetivos especificados en el proyecto.

Madrid, a de de 2013.

Fdo. D/Diia Fdo. D/ Dia Facultativo

(paciente) (Tutor, en el caso de Incapacidad)
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