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Od. Maria Eugenia Verde 4



Agradecimientos

A mis Maestros y Profesores

Miriam Grendn

Adriana Gruppi

Daniela Bermejo

Raquel Vivian Gallara

Maria Cristina Pistoresi

Monica Nanez de Lucino

A mis maestros que en este andar por la vida, influyeron con sus
lecciones y experiencias en formarme como una persona de bien
y preparada para los retos que pone lavida, atodos y cada uno de
ellos les dedico cada una de estas paginas de mi Tesis.

A mis padres

Marta Ester Issaly

Ernesto Andrés Verde

Con todo mi carifio y mi amor para las personas que hicieron todo
en lavida para que yo pudiera lograr mis suefios, por motivarme y
darme la mano cuando sentia que el camino se terminaba,

a ustedes por siempre mi corazén y mi agradecimiento.

A mi esposo

Guillermo Zuliani

A tu pacienciay comprension, preferiste sacrificar tu tiempo
para que yo pudiera perseguir mis suefos.

Por tu bondad y sacrificio me inspiraste

a ser mejor, ahora puedo decir que

esta tesis lleva mucho de ti,

gracias por estar siempre

ami lado.

Od. Maria Eugenia Verde 5



CERTIFICADO DE COMITE DE BIOETICA

—
e

UNC - FCM ,
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE MATERNIDAD Y NEONATOLOGIA
CIEIS

Cérdoba, 09 de Mayo de 2012

VISTO el Protocolo del trabajo de investigacion “Efecto del Consumo de Bisfosfonatos
en los Niveles del Ligando del Receptor Activador del Factor Nuclear Kappa-B
(RANKL) y Osteoprotegerina (OPG) En Fluido Crevicular de Pacientes Post-
Menopdusicas con Enfermedad Periodontal”, presentado por la Dra. Verde ante el
Comité de Etica en Investigacion Clinica de este Hospital, el mismo decide su
aprobacion.

Se determina que se debera informar el ingreso de los pacientes para realizar el
seguimiento, y que cualquier modificacion tanto en el protocolo como en el
consentimiento informado debera ser informada al Comité para su evaluaciéon debiendo
estar disponible el listado de las historias clinicas de los pacientes intervinientes en el
estudio asi como el numero de teléfono o direccién para verificaciones ulteriores.

Se comunica a la Direccion del Hospital la Aprobacion de este Protocolo para ser
elevado ante la Secretaria de Ciencia y Técnica de la Facultad de Ciencias Médicas
(Secyt). )

A suvez se informa que este protocolo fue enviado al Consejo de Evaluacion Etica de
la Investigacion en Salud del Ministerio de Salud de la Provincia de Cérdoba (COEIS)

r4.GLADYS T.TROMBOTTO
GENETICA MEDICA
M.R.11.097 - M.E.11.281

Coordinadora y Miembros del CIEIS
H.UMN.

e —
Od. Maria Eugenia Verde 6



indice

Abreviaturas........ccoiiiiiiiii e 9
ST U1 01T o POt 11
ADSEract........oiii 13
Marco telrico / INtrodUCCION....cveveiierirerereeeeer s s s e s s s sennes 15

1. Sistema 6seo
1.1 Tejido 6seo
1.2 Componente celular del tejido 6seo
1.3 Remodelado 6seo

2. Osteoinmunologia

3. Sistema RANK-RANKL-OPG

3.1 RANK
3.2 RANKL
3.3 OPG

4. Osteoporosis post-menopausica
4.1 Osteoporosis postmenopausica: concepto y patogenia
4.2 Criterios de clasificacion dela osteoporosis
4.3 Medicion de masa Gsea
4.4 Sistema RANK-RANKL-OPG y osteoporosis/osteopenia

post-menopausica

4.5 Osteoporosis y bifosfonatos

5. Enfermedad periodontal

5.1 De lasalud a la enfermedad periodontal
5.2 Sistema RANK-RANKL-OPG y enfermedad periodontal

5.3 Enfermedad periodontal y Bifosfonatos

6. Osteoporosis/ osteopenia post-menopdusica y enfermedad

periodontal
(0 =] €Y7 0 1R 61
Materiales Y MEtOAOS. .cueuiuiiieiiirerarrererrer e e e e ranans 62
7. Seleccion de pacientes

10.

7.1 Criterios de inclusién

7.2 Criterios de exclusién
Diagndstico de la patologia 6sea sistémica
Diagndstico periodontal

Toma de muestras

Od. Maria Eugenia Verde



11. Recoleccion de fluido gingival
12. Cuantificacién de OPG y RANKL
13.  Andlisis estadistico

RESUITATOS .iueieieieiiirir s e 77
DT o U= o 1 o 92
Importancia de 10s resultadosS....cccevcvevieviviiicriei e, 99
CONCIUSIONES.....cuiiiiiiiiii s rnes sermrnaaneas 103
Bibliografia.....ouovveieiiiii s 105

Od. Maria Eugenia Verde 8



Abreviaturas

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BMP-2: Proteina morfogénica 6sea 2

CPITN: indice de Necesidades de Tratamiento Periodontal de la
Comunidad

CT: Con tratamiento

DEXA: Absorciometria de Rayos X de Energia Dual

DMO: Densidad mineral 6sea

FDA: Administraciéon de Drogas y Alimentos

FG: fluido gingival

FGF: factor de crecimiento fibroblastico

IFN-y: Interferon gamma

IL-1: Interleuquina-1

IL-6: Interleuquina-6

IL-11: Interleuquina-11

IL-17: Interleuquina-17

IL-13: Interleuquina-13

M-CSF: Factor estimulador de colonias de macréfagos

NIC: Nivel de insercion clinica

OCIF: Factor inhibidor de la osteoclastogénesis

ODAR: Receptor de diferenciacion y activacion de osteoclastos

ODF: Factor de diferenciacion de osteoclastos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPG: Osteoprotegerina

OPGL.: Ligando de Osteoprotegerina

OSM: Oncostatin M

PGEZ2: Prostaglandina E2

PS: Profundidad de sondaje

PTH: Parathormona

RH: Registro de hemorragia

RPB: Registro de placa bacteriana

RANK: Receptor activador del factor nuclear kappa-B

RANKL: Ligando del Receptor activador del factor nuclear kappa-B

RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa

ST: Sin tratamiento

Od. Maria Eugenia Verde


https://www.google.com.ar/search?rlz=1C1GGGE_esAR541AR543&es_sm=93&biw=1290&bih=754&q=factor+de+crecimiento+fibroblastico&revid=1650205295&sa=X&ei=Pf5PU6vCOqLLsQSHqIKgDg&ved=0CHIQ1QIoAA

TACE: enzima de conversion TNF-alfa

TGF-B 1: Factor de crecimiento transformante 3 1

TGK-B: Factor de crecimiento inducido en los osteoblastos por los
estrégenos

TMB: Tetrametilbenzidina

TNF: Factor de necrosis tumoral

TNFR: Receptor de Factor de necrosis tumoral

TNFRSF11: ligando de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral, miembro 11

TNFRSF11A: ligando de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral, miembro 11 A

TNFRSF11B: ligando de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral, miembro 11 B

TNFSF11: ligando de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral, miembro 11

TRAF6: Factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral

TRANCE: Factor de necrosis tumoral relacionado a la activacion
inducida por citoquinas

TRANCE-R: Receptor Factor de necrosis tumoral relacionado a la
activacion inducida por citoquinas

URO: Unidad de remodelado 6seo

WHII: Iniciativa de Salud de la Mujer

Od. Maria Eugenia Verde 10



Resumen

La enfermedad periodontal es una afeccion inflamatoria de causa
multifactorial donde el factor de riesgo ambiental mas significativo lo
constituyen las bacterias que residen en el biofiim. Sin embargo, en la
manifestacion y la progresion de dicha enfermedad periodontal influyen una
amplia variedad de determinantes y factores de riesgo. Entre ellos la
osteoporosis / osteopenia y la deficiencia de estrégeno.

El estudio del sistema RANK-RANKL-OPG ha favorecido la
comprension de los mecanismos intervinientes en el proceso de remodelacién
Osea y especialmente en la osteoporosis posmenopausica y la enfermedad
periodontal.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio transversal fue investigar los
niveles de RANKL y OPG, asi como su relacién en fluido gingival de pacientes
mujeres post-menopausicas que padecen simultdneamente
osteoporosis/osteopenia y periodontitis cronica y evaluar el efecto que ejerce el
consumo de bifosfonatos en la patologia periodontal.

Se estudiaron 81 sitios periodontalmente activos procedentes de 31
pacientes mujeres post-menopausicas con edades comprendidas entre 45-70
afios de edad con periodontitis cronica. Las muestras de fluido gingival se
recogieron mediante tiras de papel y el test de ELISA fue realizado para
determinar la concentracion total de RANKL y OPG y posteriormente obtener
los valores de la relacibn RANKL/OPG. Se analizaron: 66 muestras de fluido
gingival de sitios periodontalmente activos obtenidas de 17 pacientes con
osteopenia/osteoporosis y 15 muestras de fluido gingival de sitios
periodontalmente activos obtenidas a partir de 14 pacientes controles con
condicion ésea normal.

Los andlisis estadisticos fueron computarizados y analizados con el
programa GraphPad Software. Para determinar si los datos correspondian a
una distribucion normal se utilizd el Test D'Agostino-Pearson. Los valores
obtenidos de las citoquinas (RANKL y OPG) y su relacion (RANKL/OPG)
fueron comparados usando t Test Mann-Whitney U. También se realizd el
Analisis de correlacion de Spearman y el estadistico de Regresion lineal para
para determinar si existia alguna relacion entre las variables analizadas. Se
consider6 como valor estadisticamente significativo p < 0.05.

Los resultados obtenidos demostraron que los niveles de RANKL vy la

relacibn RANKL/OPG fueron superiores en el grupo de estudio
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(osteopenia/osteoporosis) respecto del grupo control, contrariamente a lo
sucedido con los niveles de OPG.

Por otro lado, se concluyé que el consumo de bifosfonatos no afecta
los niveles de concentracion de RANKL, OPG y su relacion RANKL/OPG. Y
se demostro que la profundidad de sondaje (PS), registro de hemorragia (RH),
registro de placa bacteriana (RPB) y la edad no se correlacionaron con los
niveles de las citoquinas estudiadas. Mientras que los niveles de RANKL vy los
valores de la relacion RANKL/OPG se correlacionaron positivamente con el
nivel de insercion clinica (NIC).

Los resultados de este trabajo de tesis sugieren una correlacién entre
la pérdida de masa Gsea sistémica y la pérdida de hueso alveolar. De manera
tal que la osteoporosis/osteopenia postmenopdausica podria ser considerada

como un indicador de riesgo de progresién de la enfermedad periodontal.

Palabras claves: enfermedad periodontal, osteoprotegerina, Ligando
del Receptor Activador del Factor Nuclear Kappa-B, bifosfonatos, fluido

gingival.
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Abstract

Periodontal disease is an inflammatory condition of multifactorial causes
where the most significant environmental risk factor is bacteria residing in the
biofilm. However, in the manifestation and progression of periodontal disease
influence a wide variety of determinants and risk factors. Among them are
osteoporosis / osteopenia and estrogen deficiency.

The study of the RANK-RANKL-OPG system has led to the
understanding of the mechanisms involved in the bone remodeling process and
especially in postmenopausal osteoporosis and periodontal disease.

Therefore, the aim of this cross-sectional study was to investigate
RANKL and OPG levels and their ratio in gingival fluid of post-menopausal
patients women suffering simultaneously osteoporosis/osteopenia, chronic
periodontitis and evaluate the effect that consumption bisphosphonates in
periodontal disease.

81 active periodontal sites from 31 postmenopausal patients aged 45-70
with chronic periodontitis women were studied. Samples of gingival fluid were
collected with paper strips, and ELISA test was conducted to determine the
total concentration of RANKL, OPG, and then to obtain the values of the
RANKL/OPG ratio. It was analyzed 66 samples of gingival fluid obtained from
periodontally active sites of 17 patients with osteopenia/osteoporosis and 15
gingival fluid samples obtained from periodontally active sites of 14 control
patients with normal bone condition.

Statistical analyses were computed and analyzed using GraphPad
Software. To determine if the data correspond to a normal distribution, the
D'Agostino-Pearson Test was used. The values of cytokines (RANKL and
OPG) and its ratio (RANKL/OPG) were compared using Mann-Whitney U t
Test. It was also performed the Analysis Spearman correlation and Linear
Regression statistic to determine whether there was any relationship between
the variables analyzed. It was considered as statistically significant p value <
0.05.

The results showed that the levels of RANKL and RANKL/OPG ratio
were higher in the study group (osteopenia/osteoporosis) compared to the
control group, contrary to what happened with OPG levels.

Furthermore, it was found that the consumption of bisphosphonates did
not affect the concentration levels of RANKL, OPG and ratio RANKL/OPG. And
it was shown that probing pocket depths (PPD) bleeding index (BI), plague
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index (PI) and age did not correlate with the levels of the studied cytokines,
while levels of RANKL and values of the RANKL/OPG ratio was positively
correlated with clinical attachment loss (CAL).

The results of this thesis may suggest a correlation between systemic
bone loss and loss of alveolar bone. Such that postmenopausal
osteoporosis/osteopenia could be considered as an indicator of risk for

progression of periodontal disease.

Keywords: periodontal disease, Osteoprotegerin, Receptor Activator of

Nuclear Factor-Kappa B Ligand, bisphosphonates, gingival crevicular fluid.
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“Si no conozco una cosa, la investigaré.”

Louis Pasteur
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1. Sistema 6seo

1.1 Tejido 6seo

El sistema 6seo juega un papel muy importante en el organismo tanto a
nivel biomecanico como metabdlico. Est4 formado por huesos y por tejido
conectivo que permite la unién de estos.

El tejido 6seo es un tejido conjuntivo especializado que se caracteriza
por su rigidez y su resistencia tanto a la traccion, como a la compresién. Esta
formado por una matriz extracelular mineralizada (matriz 6sea) y células.

La matriz extracelular 6sea esta constituida por dos componentes
quimicos principales: matriz organica y sales minerales. EI componente
proteico mas abundante en la matriz es el colageno tipo | con funciones
estructurales y que representa un 90 %, mientras que el otro 10% esta
integrado por proteinas no estructurales como: osteocalcina, osteonectina,
sialoproteinas, factores de crecimiento y proteinas séricas. EI componente
inorganico fundamental son los cristales de hidroxiapatita que se disponen
sobre las fibras colagenas y entre ellas. Las propiedades biomecanicas del
hueso derivan de la composicion y la estructura de la matriz 6sea. Asi, las
fibras colagenas proporcionan flexibilidad y resistencia a la traccion, en tanto
que el componente mineral aporta dureza, rigidez y resistencia a la
compresion.

El componente celular del tejido 6seo comprende cuatro tipos de
células especializadas: osteoblastos, osteoclastos, osteocitos y células de
superficie.

Respecto a su organizacion estructural, se reconocen dos tipos de
hueso: cortical y trabecular. Cada hueso est4 conformado por uno o ambos
tipos de estructura. El hueso cortical es un hueso denso o compacto, con
gruesas capas de osteoide calcificado, que se ubica en la diéfisis de huesos
largos y en los platillos vertebrales. En contraste, el hueso trabecular esta
compuesto de numerosas espiculas 6seas que atraviesan las cavidades
medulares de los huesos planos y metéfisis de huesos largos y abunda en los

cuerpos vertebrales.

|
Od. Maria Eugenia Verde 16



1.2 Componente celular del tejido éseo

Como se mencion0 previamente, en el tejido 6seo podemos encontrar
cuatro tipos de células especializadas: osteoblastos, osteocitos, células de
superficie y osteoclastos.

Los osteoblastos son células osteoformadoras diferenciadas que se
caracterizan por una elevada actividad en la sintesis y secrecién de
componentes organicos de la matriz dsea; estas células expresan el Ligando
del receptor activador del factor nuclear Kappa B (RANKL) y la
Osteoprotegerina (OPG) siendo ambos factores claves en la modulacion de la
osteoclastogénesis, pero con papel antagénico: el RANKL induce la
osteoclastogénesis, en tanto que la OPG la inhibe. Ademas, estas cellas
producen el Factor estimulador de colonias de macréfagos (M-CSF), requerido
para la supervivencia de las células de la linea macréfago-osteclastica.

Cuando los osteoblastos quedan completamente rodeados de la matriz
O0sea mineralizada que ellos mismos han formado, quedan depositados en
lagunas y es aqui donde maduran y se transforman en osteocitos. Los
osteocitos estan unidos entre ellos mediante prolongaciones citoplasmaticas
por las que intercambian iones y moléculas pequefias. Los osteocitos se
consideran células mecano-sensoriales cuya principal funcién es transmitir
sefiales entre las células para controlar el remodelado 6seo.

Las células de superficie son osteoblastos aplanados inactivos
encargados de secretar colagenasas que degradan la capa de colageno,
exponiendo la matriz 6sea mineralizada a la accion de los osteoclastos.

Los osteoclastos son células multinucleadas procedentes de la fusion
de células mononucleares tipo macr6fago-monocito y son los encargados de
la resorcion ésea. La osteoclastogénesis se produce normalmente por la
accion de RANKL y M-CSF, sobre las células precursoras mononucleares.
Una vez activados, los osteoclastos se unen a la superficie de la matriz, se
polarizan y modifican su estructura presentando unos pliegues en la superficie
gue esta en contacto con la matriz. Por estos pliegues, los osteoclastos
secretan iones de hidrégeno que acidifican la zona y disuelven el componente
mineral, de manera que se produce la resorcion 6sea con la formacion de una

excavacion profunda denominada laguna de resorcion.
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1.3 Remodelado 6seo

El hueso es un tejido metabdlicamente activo que sufre un continuo
proceso de remodelado. Este proceso supone la renovaciéon del 3-4 % del
hueso cortical y entre un 25-30 % del trabecular al cabo de un afio, lo que en
conjunto conlleva la renovacion total del esqueleto al cabo de diez afios. El
remodelado no s6lo mantiene la masa 6sea, sino que confiere al esqueleto su

capacidad regenerativa y de adaptacién funcional.

Vaso sanguineo

Nuevas células
en reposo

Celulas S
en reposo Factores Iocalss
M~ . 5 Osteoblastos

o 3 Osteoclastos -

r Nuevos
N osteocitos |

F 3

S Sl

. Osteocito
A apoptatico

Fig. 1 Unidad de remodelamiento éseo. (Camozziy cols., 2007).

La fisio-patologia del remodelado 6éseo depende del acoplamiento y
equilibrio entre dos grupos celulares antagonicos: los osteoblastos y los
osteclastos, ambos regulados por innumerables factores sistémicos y locales.

En los individuos jovenes el remodelado mantiene la masa esquelética
practicamente invariable. El envejecimiento, la menopausia y distintas
enfermedades alteran el balance del remodelado hacia un predominio de la
resorcién sobre la formacion, lo que ocasiona una pérdida 6sea y como
consecuencia, osteoporosis. El hueso trabecular es mas sensible a las
alteraciones del balance 6seo debido a su mayor superficie.

El proceso de remodelado tiene lugar en las unidades funcionales
llamadas Unidades de remodelado 6seo (URO), compuestas por osteoclastos,
osteoblastos, osteocitos, tejido hematopoyético, células quiescentes o de
superficie y células pluripotenciales. (Camozzi y cols., 2007) (Fig. 1). Este
proceso se desarrolla de manera simultdnea en mudltiples unidades de
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remodelado, lo que apoya su regulacion por factores del microambiente éseo,
como asi también la influencia de factores hormonales, fuerzas mecéanicas
locales y cambios ocurridos en el hueso como consecuencia del
envejecimiento o dafios por fatiga (Manolagas y Jilka, 1995).

El remodelado 6seo consta de cuatro fases sucesivas: activacion,
resorcion, inversion y formacion.

La fase de activacion comienza con un estimulo como: microfracturas,
la accién de citoquinas debido a la inflamacién local, factores mecénicos
especificos o bien por azar; lo que ocasiona que los osteocitos liberen
mediadores de membrana que actian activando las células del estroma
pluripotenciales (Fig. 2 a).

En la fase de resorcion, las células estromales activadas secretan
M-CSF favoreciendo la diferenciacion de células pluripotenciales a pre-
osteoclastos y también pre-osteoblastos que expresan RANKL en su
membrana. La unién de RANKL a su receptor (RANK), expresado en los pre-
osteclastos, activa el proceso de osteoclastogénesis (Boyle y cols., 2003). En
respuesta a la activacion del Receptor activador del factor nuclear kappa B
(RANK) por su ligando especifico (Mufioz-Torres y cols., 2004) el osteoclasto
se polariza y sufre una serie de cambios en su estructura que lo preparan para
el proceso de resorcion, como el reordenamiento del citoesqueleto y la
formacion de una zona de sellado entre su membrana basal y la superficie de
resorcién. Los osteoclastos se encuentran en la superficie 6sea sobre un lecho
de células de superficie, que durante la resorcion se retraen permitiendo la
formacion del borde rugoso del osteoclasto y la resorcion de la zona expuesta.
Los osteoclastos diferenciados liberan a la laguna de resorcién distintas
enzimas proteoliticas junto a hidrogeniones que favorecen la creacion del pH
acido necesario para la activacion de dichas enzimas. La acidificacion del
medio, ademas contribuye a la desmineralizacion de la matriz para su
posterior degradacién por las enzimas proteoliticas. La fase de resorcion
finaliza con la apoptosis osteoclastica (Fig. 2 b).

Una vez finalizada la resorcion inicia la fase de inversion, donde los
osteoclastos mueren por apoptosis y abandonan la laguna de resorcion que
serd depurada de los restos de la resorcion y se preparara la superficie para el
anclaje osteblastico a cargo de células de la estirpe monocito-macroéfago, las
cuales ademas liberaran sefales de activacion osteoblastica (Fig. 2 c).

En la fase de formacion las células precursoras de osteoblastos son

atraidas a la zona de resorcion. Esta fase de formacién integra a su vez dos
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procesos: la sintesis de osteoide, tejido 6seo nuevo sin mineralizar (Fig. 2 d), y

la fase posterior de mineralizacion (Fig. 2 e).

Remodelado 6seo

Formacién
Pre-osteoclastos Osteoclastos _

) Pre-osteoblastos
activos T

Células Osteoblastos

\| mononucleares Osteocitos

g e ) ololale
Activacion
a - . N
@ Resorcién Inversion Formacién de Mineralizacion
(b) (c) tejido osteoide (e)

()

Fig. 2 Representacion del remodelado 6seo (Deal, 2009).

Se considera que tras completar este periodo la mitad de los
osteoblastos mueren por apoptosis y los restantes se transforman en células
de superficie que recubren el hueso recién formado o quedan incluidos en el
tejido 6seo transformandose en osteocitos. Los osteocitos conectan entre si y
con los osteoblastos y las células de superficie mediante una red de
prolongaciones citoplasmaticas que forman un sistema canalicular.

Los procesos de apoptosis que afectan a las células éseas y que
regulan su vida media son un importante determinante de la masa ésea y su
resistencia. La disminucibn de la apoptosis de osteoclastos por déficit
estrogénico tras la ovariectomia realizada en ratones produce una reduccion
de la masa 6sea (Manolagas y Jilka, 1995).

El proceso de resorcion llevado a cabo por los osteoclastos estimula la
sintesis de hueso nuevo por los osteoblastos adyacentes. Este proceso se
denomina acoplamiento y esta regulado entre otras citoquinas por el sistema
RANK-RANKL-OPG. La expresion coordinada de OPG y RANKL regula la
resorcién de manera tanto positiva como negativa controlando la activacion de

RANK en los osteoclastos (Udagawa y cols, 2000).
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2. Osteoinmunologia

La salud de nuestros huesos es consecuencia de los procesos de
remodelado que en ellos se suceden a lo largo de toda la vida. El remodelado
0seo se produce en unidades discretas en todo el esqueleto llamadas
unidades multicelulares béasicas (BMU) y consiste en un equilibrio dinamico
entre la resorcion Gsea osteoclastica y la formacion 6sea osteoblastica (Vega y
cols., 2007). Por lo tanto, un desequilibrio en el balance de estas unidades
ocasionaria cambios en la estructura 6sea.

El control de esta homeostasis esta influenciado por una gran namero
de citoquinas, hormonas y factores de crecimiento, tanto en la puesta en
escena de osteoblastos y osteoclastos, por diferenciaciéon a partir de sus
precursores inmaduros, como en cualquiera de las dos etapas del remodelado
(Suda vy cols., 1992; Manolagas y Jilka, 1995; Suda y cols., 1997; Roodman,
1996; Reddy y Roodman, 1998; Pacifici, 1996; Jilka, 1998).

El equilibrio entre la activacion y la apoptosis de las células es la clave
para mantener la masa 6sea. La formacién de hueso nuevo pasa por cinco
estadios: la activacion de los osteoclastos, la resorcidon 6sea, la inhibicion de
los osteoclastos y la activacion de los osteoblastos, y finalmente la formacion
de hueso (Trouvin y Goéb 2010).

La estructura 6sea y el sistema inmune tienen moléculas reguladoras
en comun, como las citoquinas que actlan sobre los precursores inmaduros de
osteoblastos y osteoclastos. Por lo tanto, los cambios en la fisiologia y la
patologia de un sistema pueden afectar al otro (Takayanagi, 2005). En el caso
de la enfermedad periodontal, por tratarse de una patologia inmuno-
inflamatoria, tanto la inflamacion como la pérdida 6sea se constituyen como
sus marcadores.

En los ultimos afios se han realizado numerosas investigaciones para
evaluar la relacion entre la respuesta inmune y el metabolismo 6seo en varias
patologias Oseas dando Ilugar a la denominada “osteocinmunologia”
(Takayanagi, 2005; Rauner y cols., 2007; Lorenzo y cols., 2008; Cochran,
2008). El estudio del sistema RANK-RANKL-OPG ha aumentado Ila
comprension de los mecanismos intervinientes en el proceso de remodelacion
Osea. Este sistema juega un papel central en los mecanismos fisiopatol6gicos
de la osteoporosis posmenopdusica, la osteoporosis inducida por
glucocorticoides, la artritis reumatoidea, los procesos osteoliticos involucrados
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en el mieloma mdltiple y el carcinoma de mama metastatico, en raras
enfermedades hereditarias del hueso y en el desarrollo de la aterosclerosis
(Vega y cols., 2007). En diversos estudios, multiples factores como hormonas,
citoquinas y drogas se han descripto como intervinientes en el eje RANK-
RANKL-OPG (Hofbauer y cols., 1999; Boabaid y cols., 2004); algunas de estas
investigaciones se enfocaron en la enfermedad periodontal (Choi y cols., 2005;
Liang y cols., 2008)

Desde el punto de vista periodontal, este nuevo campo de investigacion
intenta comprender los mecanismos patogénicos de la enfermedad

periodontal, que aln permanece en discusion.
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3. Sistema RANKL-RANK-OPG

El sistema de citoquinas identificado como nuevos miembros de la
superfamilia del factor de necrosis tumoral -TNF- (denominado asi por su
actividad bioldgica, la necrosis de ciertos tumores) y receptor de TNF (TNFR),
han sido propuestos como esenciales para la biologia osteoclastica, ya que se
identificaron como participantes claves en la regulacion fisiolégica y patologica
del sistema éseo. Estas citoquinas se denominan osteoprotegerina (OPG),
receptor activador del factor nuclear kappa-B (RANK) y el ligando de RANK
(RANKL).

RANKL, su receptor RANK, y el receptor sefiuelo, OPG, son tres
moléculas claves que regulan el reclutamiento y la funcién de los osteoclastos
(Boyle y cols., 2003) (Fig. 3). La unibn de RANKL a su receptor RANK
proporciona la sefial fundamental para impulsar el desarrollo de osteoclastos a
partir de células progenitoras hematopoyéticas, como asi también para activar
los osteoclastos maduros. La OPG regula negativamente mediante la unién al
RANKL, por lo tanto actta inhibiendo la resorcion ésea, impidiendo tanto la
diferenciacién celular como la funcién de los osteoclastos (Boyle y cols., 2003 y
Wada y cols., 2006). El reclutamiento de osteoclastos depende del balance
entre RANKL y su receptor OPG (Suda y cols., 1999). La ablacién genética de
RANKL en ratones conduce a osteopetrosis (Simonet y cols., 1997; Kong y
cols., 1999 (B)), mientras que la supresion genética de OPG en ratones resulta
en un alto recambio 6éseo y una osteoporosis severa (Bucay y cols., 1998;
Mizuno y cols., 1998; Udagawa y cols., 2000).

Los factores que regulan RANKL y OPG incluyen hormonas esteroideas
(glucocorticoides, 1,25 dihidroxivitamina D3 y 17@-estradiol), hormonas
peptidicas (hormona paratidoidea y péptido intestinal vasoactivo), factores de
crecimiento (TGFR1, BMP-2, FGF basico y activina A), citoquinas
proinflamatorias (IL-1, IL-6, IL-11, TNFa, TNFR y PGE2) y factores de
transcripcion involucrados en la diferenciacién terminal de osteoblastos (cbfa-
1), adipocitos (receptor activador proliferador de peroxisomas) y condrocitos
(Indian hedgehog) (Hofbauer y Heufelder, 2001). Durante la respuesta
inflamatoria, las citoquinas proinflamatorias, tales como IL-18, -6, -11, y -17 y
TNF-a, pueden inducir la osteoclastogénesis mediante un aumento de la
expresion de RANKL mientras disminuye la produccion de OPG en los

osteoblastos (Nakashima y cols., 2002). Por el contrario, mediadores tales
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como IL-13 y IFN-y, pueden disminuir la expresién de RANKL y / o aumentar la
expresion de OPG inhibiendo la osteoclastogénesis (Nakashima y cols., 2002).

Se ha establecido que la osteoclastogénesis requiere la activacion de
los osteoclastos a partir del factor estimulador de colonias de macrofagos (M-
CSF) y RANKL. Ambos necesarios para activar la transcripcion de genes
permitiendo la diferenciacion de osteoclastos (Lacey y cols., 1998). M-CSF y
RANKL tienen actividades complementarias entre si. M-CSF aumenta la
cantidad y supervivencia de los pre-osteoclastos e induce la expresién de
RANK en su membrana; mientras que RANKL se une a su receptor RANK,
expresado en los pre-osteoclastos y osteoclastos maduros, aumentando la
diferenciacion, promoviendo la activacién e inhibiendo la apoptosis de las
células osteoclasticas (Kong y cols., 1999 (A)).

La regulacién del sistema RANKL-OPG puede determinar salud o
enfermedad, como ha sido demostrado en un nimero de enfermedades 6seas
destructivas como la artritis reumatoidea y enfermedad periodontal (Kong vy
cols., 1999 (C); Horwood y cols., 1999; Teng y coals., 2000; Sakurai y cols.,
2003; Firestein, 2003; Crotti y cols., 2003; Liu y cols., 2003; Mogi y cols., 2004,
Valverde y cols., 2004; Vernal y cols., 2004; Vernal y cols., 2005; Taubman y
cols., 2005; Kawai y cols., 2006; Lu y cols., 2006; Wara-aswapati, 2007;
Bostanci y cols., 2007(A); Bostanci y cols., 2007(B) ). En ciertas condiciones
Oseas inflamatorias el balance entre resorcion y formacion 6sea se encuentra
alterado; como en lo ocurrido en la osteoporosis y enfermedad periodontal
producido por una resorcidon 6sea excesiva (Lerner, 2006 (A); Lerner, 2006
(B)).

La excesiva formacién 6sea puede ser atribuido a una abundancia de
OPG o0 una reducciéon de la expresion de RANKL, determinando una
disminucién en la relacion RANKL/OPG. A la inversa, una disminucion relativa
de las concentraciones de OPG o bien un incremento en la expresion de
RANKL puede determinar un aumento en la relacion RANKL/OPG
favoreciendo el proceso de resorcion 6sea (Fig. 4).

De acuerdo con Hofbauer, los agentes osteotropicos modulan la
formacion osteoclastica a partir de la regulacion del cociente entre
RANKL/OPG en lugar de aumentar o disminuir las citoquinas RANKL y/o OPG
por si solas (Hofbauer, 2001). El incremento en el cociente RANKL/OPG es

una condicion que favoreceria la formacién osteocléstica y viceversa.
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Fig 3. Diferenciacion y activacion de los osteoclastos (Boyle y cols, 2003).
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Fig. 4. La resorcion o la formacién 6sea depende de la relacion RANKL/OPG,

que es una funcién de la expresion relativa de los niveles de RANKL y OPG.
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3.1 RANK

Es el receptor celular especifico que transduce la accién de RANKL. El
receptor RANK (Receptor Activador de NF-kB) también denominado TRANCE-
R (Receptor de TRANCE), ODAR (Receptor de diferenciacion y activacion de
osteoclastos) y ligandode Ila superfamilia del factor de necrosis
tumoral, miembro 11 A (TNFRSF11A), es codificado por un gen del
cromosoma 18g22.1 (Anderson y cols., 1997) y cuyo ARNmM se expresa en
osteoclastos maduros y en sus progenitores aislados de médula ésea (Fuller y
cols., 1998). Es un péptido de 616 aminoacidos que se encuentra
principalmente en células de la estirpe monocitica-macréfaga, preosteoclastos,
células T y B, células dendriticas y fibroblastos (Anderson y cols., 1997; Lum y
cols., 1999). Su activacion conlleva no sélo una reorganizacion en el
citoesqueleto del osteoclasto y cambios fundamentales para su activacion,
movilidad y establecimiento en la superficie ésea a resorber (Burgess y cols.,
1999), sino que desencadena una sefal de supervivencia en el osteoclasto
maduro (Wong Yy cols., 1999).

3.2 RANKL

El ligando del Receptor activador del factor nuclear Kappa B (RANKL),
también denominado TRANCE (citoquina inductora de activacion relacionada a
TNF), OPGL (ligando de OPG), ODF (factor de diferenciacion de osteoclastos)
y ligando de la superfamilia del factor de necrosis tumoral, miembro 11
(TNFSF11); se presenta de 3 formas diferentes: como péptido unido a
membrana de 317 aminoacidos, como un ectodominio truncado formado a
partir de la forma unida a membrana por acciéon enzimatica de TACE en las
posiciones 140 y 145, y en forma libre o soluble o secretada (Nakashima y
cols. 2002; Hofbauer y Heufelder, 2001). La forma unida a membrana es la
mas comun y se expresa en distintos tipos celulares esqueletales y
extraesqueletales tales como: células estromales, osteoblastos, osteoclastos,
células periostales mesenquimaticas, condrocitos y células endoteliales
(Hofbauer y Heufelder, 2001; Blagque y James, 2003). La forma secretada
primaria es limitada a células T (Takahashi y cols., 1999) y a las células B
(Lacey y cols., 1998; Yasuda y cols., 1998; Burgess y cols., 1999; Kwon y
cols., 1999; Takahashi y cols 1999; Hofbauer y Heufelder, 2001; Han y cols.,
2006; Kawai y cols., 2006; Li y cols., 2007; Han y cols., 2009). Las formas que
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se presentan solubles son mas potentes en favorecer la osteoclastogénesis
(Mizuno y cols. 2002).

En presencia de niveles adecuados de factor estimulante de colonias
de macrofago (M-CSF), RANKL es necesario y suficiente para promover la
diferenciacion, fusion, adhesion a la superficie ésea, activacion y sobrevivencia
de osteoclastos (Anderson y cols., 1997; Hofbauer y Heufelder, 2001; Blaque y
James, 2003).

3.3 0PG

La osteoprotegerina, también denominada OCIF (Factor inhibidor de la
osteoclastogénesis) y ligando de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral, miembro 11 B (TNFRSF11B), ha revelado un mecanismo regulador
clave en la diferenciacion y actividad de los osteoclastos (Lacey y cols., 1998;
Yasuda y cols., 1998; Burgess y cols., 1999; Kwon y cols., 1999; Takahashi y
cols., 1999; Hofbauer y Heufelder, 2001; Blaque y James, 2003). Es un
receptor TNF secretado, sin dominio transmembrana, que contiene 401
aminoacidos, con un péptido sefial de 21 aminoacidos requeridos para la
homodimerizacion y 4 pseudorepeticiones ricas en cisteina. Es expresada
abundantemente por muchos tejidos y tipos celulares, y actia como un
receptor bloqueador de RANKL y del ligando inductor de apoptosis relacionado
a TNF (TRAIL), otro miembro de la superfamilia de ligandosTNF. Los efectos
de OPG son opuestos a los de RANKL, e incluyen: Inhibicion de la
diferenciacion, sobrevivencia y fusion de los precursores osteoclasticos,
supresion de la activacién de los osteoclastos y promocion de la apoptosis de
los osteoclastos (Hofbauer y Heufelder, 2001).

El ARNm de la OPG se expresa en numerosos tejidos humanos
(pulmén, corazén, rifiones, higado, intestino, estomago, cerebro, glandula
tiroides y médula espinal) ademés de en el hueso (Simonet y cols., 1997;
Yasuda y cols., 1998), en el cual su principal funcion parece ser la inhibicién de
la maduracién de los osteoclastos y de su activacion, tanto in vivo como in vitro
(Lacey y cols., 1998). Ademas se expresa en fibroblastos gingivales, células
del ligamento periodontal, células de la pulpa dental y células endoteliales
(Sakata y cols., 1999; Kobayashi-Sakamoto y cols., 2004; Nagasawa y cols.,
2002).

Se ha comprobado que los osteoblastos maduros producen cantidades

importantes de OPG, que bloguearia el transcurso de la osteoclastogénesis e
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impediria la formacion de osteoclastos, auténticos destructores de hueso,
mientras que los osteoblastos inmaduros mediante descensos en la expresion
de OPG e incrementos en de RANKL (Nagai y Sato, 1999) son capaces de
reclutar a los osteoclastos que eliminaran el tejido 6seo viejo en su lugar de

accion.

|
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4, Osteoporosis postmenopausica

4.1 Osteoporosis postmenopausica: concepto y patogenia

Menopausia literalmente significa “"cese permanente de la
menstruacién”, se debe a la pérdida de la funcién folicular ovarica y el
diagnéstico se hace en forma retrospectiva después de un periodo de
amenorrea de 12 meses. La menopausia llega con el periodo menstrual final
(PMF) que sélo se reconoce con certeza retrospectivamente al cabo de un afio
0 mas. La edad de presentacion de la menopausia espontanea se sitlla entre
los 45 y 55 afios, con una media en torno a los 50-51 afios. El término
perimenopausia debe incluir el periodo que precede inmediatamente a la
menopausia y el primer afio siguiente, mientras que la transicibn menopausica
corresponde al periodo que precede al PMF cuando suele aumentar la
variabilidad del ciclo menstrual (OMS, 1994) (Fig. 5).

Edad media: 51 afos
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Transicion menopausica

Perimenopausia

Postmenopausia

Periodo menstrual final (PMF)

Menopausia

Fig. 5 Relacion entre los distintos periodos de tiempo que rodean la
menopausia. (OMS, 1994).
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La postmenopausia se refiere al periodo que comienza a partir de la
menopausia, sin embargo este momento no se puede determinar hasta que se
hayan observado doce meses de amenorrea espontanea (OMS, 1994).

En la mujer, dos enfermedades se relacionan estrechamente con los
cambios fisiolégicos que se producen durante el climaterio, menopausia y
postmenopausia: la osteoporosis y la enfermedad cardiovascular; y constituyen
las principales causas de morbimortalidad en las mujeres después de la
menopausia. Después de la enfermedad cardiovascular, la osteoporosis es el
problema mas significativo relacionado con la deficiencia de estrégenos.

La osteoporosis es una enfermedad crénica asintomatica cuyo progreso
permanece subclinico por décadas hasta que se producen fracturas en etapas
avanzadas, de manera que las pacientes son diagnosticadas tardiamente para
recibir una terapéutica efectiva. Es una enfermedad esquelética sistémica
caracterizada por una baja densidad ésea y deterioro de la microarquitectura
del tejido 6seo, con el consiguiente aumento de la fragilidad del hueso
(Consensus development conference: Diagnosis, prophylaxis and treatment of
osteoporosis, 1991). Esta patologia es, principalmente, un resultado de la
naturaleza dindmica del reemplazo éseo. La matriz y el mineral que otorgan al
hueso su fuerza y elasticidad no son estéaticos. En el interior del hueso, hay un
ciclo constante, que comprende dos tipos de células diferentes, una que
produce mineral nuevo, y otra que remueve el mineral viejo. Este ciclo de
cambio es constante y crucial para la salud ésea. Si los huesos no pudieran
remodelarse, no podrian reparase cuando accidentalmente aconteciera una
fractura.

Durante los primeros veinte afios de nuestra vida, aproximadamente, el
equilibrio se inclina a favor de las células formadoras de hueso u osteoblastos.
Pero la masa 6sea alcanza un pico en la edad adulta temprana. Luego, el
equilibrio comienza a inclinarse a favor de las células encargadas de remover
hueso, osteoclastos, y comienza una pérdida gradual de mineral 6seo, que
continta por el resto de nuestras vidas. La pérdida de masa ésea ocurre mas
tempranamente en las mujeres que en los varones y experimenta una
aceleracion al cesar la produccion estrogénica. Inicialmente el ritmo de pérdida
aumenta en la perimenopausia y en los primeros afios después de la
menopausia, para posteriormente disminuir e igualarse al de los varones
(Ahlborg y cols., 2001).
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Debido a que la remodelacion 6sea es un proceso dinamico, el
equilibrio entre la formacion 6sea y resorcion 6sea puede alterarse facilmente.
Multiples factores, ademés de la disminucion de estrégenos, pueden acelerar
la pérdida 6sea y conducir a la osteoporosis.

4.2 Criterios de clasificacion de la osteoporosis

En 1994 World Health Organization (WHO) publicé los criterios para la
clasificacién de la osteoporosis basados en la medicién de la densidad mineral
6sea (DMO) (Fig. 6). Estos criterios se han utilizado ampliamente para fijar el
umbral a partir del cual diagnosticar y tratar la osteoporosis/osteopenia, sin
tener en cuenta que, en realidad, se establecieron para la realizacion de
estudios epidemioldégicos y de investigacion. Esto ha derivado en una
confusién terminolégica entre osteoporosis “densitométrica” (DMO < -2,5 DE,
clasificada como osteoporosis segun el criterio de la OMS), que es un factor de
riesgo de futuras fracturas y la osteoporosis como enfermedad clinica, que es
el proceso que predispone a la aparicion de fracturas. En realidad la DMO baja
es un factor de riesgo de fracturas, no un criterio diagnostico de osteoporosis
como enfermedad establecida, la relacién entre la DMO vy el riesgo de fracturas
depende de la edad (WHO, 1994).

T-Score

Osteopenia: T-Score<-1y>-25

' Masa 6sea normal: T-Score = - 1
_ 1

2.5
Osteoporosis: T-Score < - 2.5

_ Osteoporosis establecida: TScore < - 2.5 + fractura

Fig. 6. Criterios de clasificacion de la osteoporosis (WHO, 1994)
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4.3 Evaluacion del paciente con osteoporosis/osteopenia

Mediciéon de masa 6sea

Actualmente no existen métodos que permitan medir la calidad 6sea
independientemente de la densidad en la practica clinica, por lo que a efectos
practicos el diagnéstico de osteoporosis se realiza en base a la medicion de la
masa osea.

Existen varios métodos disponibles para la medicion de la DMO, de los
cuales el mas utilizado es la absorciometria dual de rayos X (DEXA). La
medicion de la DMO por densitometria permite establecer la presencia de
osteoporosis en funcion de los criterios de la OMS. En la préactica clinica diaria
suele realizarse en dos localizaciones, columna lumbar y fémur proximal. La
medicion en columna vertebral analiza las vértebras L2 a L4 lumbares y refleja
fundamentalmente el hueso trabecular. A nivel de fémur proximal se
consideran a su vez varias regiones: cuello femoral, trocanter, triangulo de
Ward y cadera total. Con fines diagnésticos se utilizan los valores en cuello
femoral y cadera total ya que las otras dos medidas tienen menor precision.

4.4 Sistema RANK-RANKL-OPG y osteoporosis/osteopenia post-

menopausica

La osteoporosis es una enfermedad que se caracteriza por una menor
densidad y calidad de los huesos, lo cual implica debilitamiento del esqueleto y
mayor riesgo de fractura. Numerosos estudios han establecido el papel central
de la deficiencia de estrégeno en la patogénesis de la osteoporosis en mujeres
post-menopausicas.

Las citoquinas proinflamatorias juegan un papel esencial tanto en el
proceso normal de remodelado 6seo como en el desarrollo de la osteoporosis,
principalmente a partir de la regulacion de los niveles de RANKL. El papel de
RANKL y OPG sobre el metabolismo 6seo se confirma al aumentar la relacion
RANKL/OPG y como consecuencia, estimular la osteoclastogénesis. Ademas,
estas citoquinas favorecen la diferenciacion y apoptosis de los osteoblastos
(Nakashimay cols., 2002).

Diversos estudios han demostrado que los estrogenos (Michael y cols.,
2005; Hofbauer y cols., 1999) y el factor de crecimiento transformante beta

TGF-B (Murakami y cols., 1998; Takai y cols., 1998), un factor de crecimiento
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inducido en los osteoblastos por los estrogenos, incrementan la produccion de
OPG por los osteoblastos y células del estroma, lo cual neutralizaria a RANKL
y controlaria en gran medida la osteoclastogénesis. Si tras la menopausia, la
mujer se encuentra en un estado de deprivacion estrogénica, perderia esta
capacidad reguladora y el aumento de la actividad RANKL-RANK pareceria ser
la responsable de la pérdida ésea que se experimenta en esta etapa.

Los niveles de estrégeno residuales después de la menopausia se
correlacionan con la densidad 6sea y el riesgo de fractura, sin embargo, la
relacién de los niveles de estrégenos con los niveles de OPG en suero en
mujeres post-menopdausicas han sido inconsistentes en diversos estudios.
Algunos autores demostraron una débil relacion (Rogers y cols., 2002)
mientras que otros no encontraron relacion alguna (Khosla y cols., 2002) o
bien, otros encontraron una relacién negativa (Trofimov y cols., 2004).

Yano y cols., han demostrado que la concentracion de OPG en suero
aumenta con la edad, y que las mujeres post-menopdausicas osteoporaticas
tienen, pese a lo que cabria esperar, niveles de OPG algo mayores que las no
osteoporéticas, lo cual concluyen podria ser reflejo o consecuencia de un
efecto compensatorio organico en respuesta al aumento de la resorcion 6sea
en estos sujetos (Yano y cols., 1999). Sin embargo, Arrighi y cols. no
encuentran ese aumento de OPG en relacion con la edad de las mujeres
(Arrighi y cols., 1998).

Una correlacion positiva entre los niveles séricos de estradiol y OPG se
inform6 en un estudio realizado en mujeres y hombres (Szulc y cols., 2001).

Rogers y cols. encontraron una débil relaciéon positiva entre los niveles
circulantes de OPG vy estradiol sérico, una débil asociacién inversa entre los
niveles séricos de OPG y los marcadores de recambio éseo, y una significativa
relacién positiva entre los niveles séricos de OPG y densidad mineral 6sea
(DMO) en todo el cuerpo, cadera y cuello femoral en un estudio de cohorte de
una poblacion de 180 mujeres post-menopausica (Rogers y cols., 2002).

Algunos estudios realizados en mujeres post-menopausicas revelaron
una correlacion negativa entre la DMO vy los niveles séricos de OPG (Yano y
cols.,, 1999), siendo esto interpretado como un mecanismo regulador
preventivo cuyo fin es evitar una mayor pérdida de hueso. Mientras que otros
encontraron una relacién positiva entre los niveles séricos de OPG y la DMO
(Mezquita y cols., 2005; Rogers y cols., 2002) o bien no encontraron ninguna

asociacion (Khosla y cols., 2002).
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Por otro lado, Kim y cols. demostraron que los bifosfonatos que
contienen nitr6geno, como el alendronato y pamidronato, no alteraban la
expresion de ARNm de RANKL y OPG a favor de la inhibicion de la formacion
de osteoclastos. Aunque estos bifosfonatos inhiben la formacién de
osteoclastos y la resorcion ésea en co-cultivos de células osteoblasticas de
raton y células de médula ésea, estos efectos inhibidores no parecen estar
relacionados con la regulacién de la expresién de ARNm de RANKL y OPG. En
conjunto, se podria sugerir que RANKL y OPG podrian no ser los blancos
principales de los bifosfonatos para inhibir la resorcion 6sea (Kim y cols.,
2002).

También se han investigado los niveles séricos de RANKL en mujeres
post-menopausicas y se ha reportado que no estan asociados con la
menopausia o la DMO (Mezquita y cols., 2005). Sin embargo, en este estudio
mas de la mitad de las mujeres tenian concentraciones de RANKL
indetectables.

Por otro lado, de acuerdo a lo informado por Gurban y Merdele, los
niveles de RANKL son significativamente mayores en la osteoporosis post-
menopausica y es un marcador relevante de la resorcion 6sea. Mientras que la
disminucion de los niveles séricos de OPG es consecuencia de la apoptosis de
los osteoblastos. Una relaciéon de OPG/RANKL <1,0 se genera a través de la
osteoclastogénesis por una disminucién de la actividad de la OPG, debido al
déficit de estrogenos presente durante la post-menopausia (Gurban y Merdele,
2011).

4.5 Osteoporosis y Bifosfonatos

Entre los numerosos farmacos para la osteoporosis, los bifosfonatos
son los mas comunmente prescritos y los medicamentos de primera linea en la
mayoria de los casos (Russell y Rogers, 1999)

Esta droga es un compuesto sintético analogo de la molécula de
pirofosfato endogeno, en la que la estructura P-O-P ha sido sustituida por la P-
C-P; y la presencia de este doble grupo fosforico le confiere particular
resistencia a la hidrolisis. EI mecanismo de accion de los bifosfonatos consiste
en la inhibicién de la activacion o reclutamiento de los osteoclastos mediado
por la hormona paratiroidea (PTH), el calcitriol, las prostaglandinas y citoquinas
(IL-1, TNF) (Fleisch, 1998).
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Esta droga se utiliza para el tratamiento de trastornos hereditarios del
esqueleto en niflos, osteoporosis post-menopausica e inducida por
glucocorticoides y metéstasis 6seas en pacientes con neoplasias malignas.
Los bifosfonatos tienen alta afinidad por el mineral éseo, ya que se unen a los
cristales de hidroxiapatita, de manera que la retencién esquelética de esta
droga depende de la disponibilidad de hidroxiapatita en los sitios de unién; esta
gran afinidad por el mineral 6seo permite lograr una alta concentracion en
hueso y no en otros tejidos. Los bifosfonatos preferentemente se incorporan en
sitios de remodelacion 6sea activa inhibiendo la calcificacion, la disolucién de
hidroxiapatita, lo que suprime la resorcién 6sea y aquellos bifosfonatos que
contienen nitr6geno promueven la apoptosis osteoclastica. La maxima
supresion de la resorcion dsea se produce en un plazo aproximado de 3 meses
del inicio del tratamiento con bifosfonatos orales de consumo diario, semanal o
mensual y se mantiene mas o0 menos constante con la continuacién del
tratamiento a diferencia de la administracién intravenosa donde la supresién de
la resorcion ocurre mas rapido (Drake y cols., 2008).

Los bifosfonatos se han caracterizado por ser moduladores de la
funcion osteoclastica y el metabolismo 6seo (Tenenbaum y cols., 2002).
Particularmente actdan a nivel de los tejidos disminuyendo el recambio éseo,
reduciendo la resorcion 6sea y el numero de nuevas unidades Oseas
multicelulares. Mientras que a nivel celular, reducen el reclutamiento de
osteoblastos y osteoclastos, disminuyen la adherencia de los osteoclastos
como asi también la liberacion de citoquinas por los macréfagos. En base a
estas propiedades varias generaciones de bifosfonatos se han desarrollado
con éxito en el tratamiento de la osteoporosis post-menopausica, la osteopenia
y la enfermedad de Paget. (Russell, 2007).

El risedronato es un bifosfonato que contiene nitrégeno aprobado por la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) para la prevencion y tratamiento
de osteoporosis post-menopdusica y la osteoporosis inducida por
glucocorticoides. El principal mecanismo de accion del bisfosfonato es la
inhibicion mecanica de la adhesion de los osteoclastos en el margen de hueso
donde tiene lugar la resorcion y a través de la apoptosis de los osteoclastos.
También se conocen por actuar indirectamente sobre los osteoblastos,
suprimiendo de este modo la diferenciacién osteoclastica (Nishikawa y cols.,
1996).
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Viereck y cols. han demostrado que los bifosfonatos pamidronato y
zolendronato aumentan la expresion de ARNm de OPG en osteoblastos
humanos primarios (Viereck y cols., 2002).

Alvarez y cols., demostraron una disminucion de OPG en respuesta al
tratamiento con bifosfonatos (tiludronato) en pacientes con enfermedad de
Paget, pero en el mismo estudio se observé que la OPG sérica no respondia al
tratamiento con bifosfonatos en pacientes con osteoporosis (Alvarez y cols.,
2003).

Pan y cols., demostraron que el &acido zoledronico puede inhibir la
resorcion o6sea reduciendo la expresion de transmembrana de RANKL y
aumentando la secrecion de OPG en células como los osteoblastos; afectando
la relacion RANKL/OPG (Pany cols., 2004).

Dobnig y cols., mostraron un aumento significativo en los niveles
séricos de OPG en pacientes tratados con aminobifosfonatos orales, mientras
que los niveles de RANKL séricos se mantuvieron sin cambios durante todo el
periodo de tratamiento; mientras que por otro lado encontraron una correlacién
positiva entre los cambios en los niveles de OPG sérico y la DMO (Dobnig y
cols., 2006).

D 'Amelio y cols., demostraron que el risedronato inhibe la formacion in
vitro de osteoclastos al reducir el nimero y el grado de diferenciacion de
precursores de osteoclastos y mediante la reduccién de su vida media y la
inhibicion de la produccion de citoquinas pro-osteoclastogénicas. Ademas, es
capaz de reducir el reclutamiento de osteoclastos y que esto podria ser
causado por la reduccion en la produccién de citoquinas. Por otro lado,
observaron una reduccién en los niveles de OPG y RANKL (soluble) en el
suero durante el tratamiento con bifosfonatos (D°Amelio y cols., 2008).

Un estudio realizado por Kwak y cols., concluyé que el risendronato
suprime la diferenciacién de osteoclastos, ademas de suprimir la diferenciacion
osteoclastica inducida por RANKL. El estudio se realizO en osteoblastos
cocultivados con células de la médula 6sea seguido por tratamiento de
risendronato, los resultados mostraron una supresion marcada en la
diferenciacion celular de los osteoclastos. Los osteoblastos expresan RANKL,
esencial para la diferenciacion de los osteoclastos, por ende los efectos del
risendronato en la diferenciacion de osteoclastos puede estar relacionado con
una disminucion de la expresion de RANKL o aumento de la expresion de

osteoprotegerina (OPG) en los osteoblastos. Este estudio demostré que el
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risendronato inhibe la diferenciacion osteoclastica mediada por RANKL vy
M-CSF (Kwak y cols., 2009).

Los resultados contradictorios de los mencionados estudios
demostraron que no se conoce con claridad la accibn que ejercen los

bifosfonatos en los niveles de RANKL y OPG.
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5. Enfermedad periodontal

5.1 De la salud a la enfermedad periodontal

Las bacterias colonizan una gran variedad de superficies del cuerpo
humano, incluyendo el tracto digestivo, las vias respiratorias, la piel y la
cavidad oral. Estos organismos pueden coexistir con el huésped de una
manera mutuamente beneficiosa o0 como organismos comensales que ni lo
benefician ni perjudican (Dalwai y cols., 2006).

La cavidad oral constituye un habitat para un conjunto de
microorganismos que colonizan distintas regiones bucales y donde establecen
una relacién simbiotica que da origen a los denominados biofilms bacterianos,
en los cuales la diversidad bacteriana y las interrelaciones que se establecen
aseguran el crecimiento y sustento de los microorganismos que lo componen.
En estos ecosistemas microbianos, el desarrollo y maduracién del biofilm
dental est&4 controlado por sistemas de comunicaciones quimicas entre los
microorganismos y la competencia del sistema inmune, intentando evitar
desequilibrios que conducirian a la generacién de patologias infecciosas. En
un estudio in vitro se demostré que cuando se exponia el biofilm bacteriano a
células epiteliales humanas se inducia a la apoptosis celular y a la produccion
de citoquinas pro-inflamatorias, siendo estas Ultimas inmediatamente
degradadas por enzimas del biofilm. Esta interaccion generaria una importante
respuesta celular pro-inflamatoria del huésped y una simultdnea subversién
microbiana a los mecanismos de defensa del hospedador (Guggenheim y
cols., 2009).

El biofilm ha sido definido como una matriz de poblaciones microbianas,
adheridas unas a otras y/o a las superficies o interfaces. Este se encuentra
estructurado con canales que atraviesan su profundidad y crean un sistema
circulatorio primitivo. Las especies que lo componen no son distribuidas al azar

sino que estéan espacial y funcionalmente organizadas (Sanz y Quirynen, 2005)
(Fig. 7).
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Fig. 7 Estructura del biofilm. (Overman P, 2000).

En la cavidad bucal, los tejidos periodontales poseen ciertas
caracteristicas que permiten la colonizacién y el desarrollo de casi 400
especies de microorganismos patégenos, gran cantidad de ellas relacionadas
con la evolucién de afecciones a nivel periodontal (Pefia y cols., 2007).

El periodonto de insercién de los elementos dentarios estd constituido
por diferentes tejidos: el cemento radicular, el ligamento periodontal y el hueso
alveolar, los cuales se encuentran protegidos del medio bucal por el periodonto
de proteccién constituido por la encia. Para llevar a cabo la funcion de
proteccion existen tejidos adaptados con caracteristicas especiales. Entre cada
elemento dentario y la encia existe un espacio virtual llamado surco gingival,
qgue, en presencia de infeccion e inflamacion, adquiere la denominaciéon de
bolsa periodontal. El epitelio de unién recubre la porcion més apical de la
vertiente interna del surco gingival, cuya estructura es bastante singular ya que
Nno posee uniones estrechas sino que constituye una barrera transcelular
adhesiva, permeable, altamente especializada que funciona como filtro
(Offenbacher, 1996), de esta manera mantiene adherida la encia a la superficie
del diente y participa activamente en la respuesta del huésped permitiendo, de
forma selectiva, el paso de antigenos, células y una amplia gama de moléculas
defensoras hacia el surco gingival (Fig. 8). El surco gingival no hospeda
solamente bacterias periodontopatégenas sino también aloja un trasudado
plasmético, denominado fluido gingival (FG), el cual irriga continuamente el
surco gingival y proporciona componentes celulares y antimicrobianos del
suero, como anticuerpos y enzimas, que pueden bafar las bacterias y el frente

de placa subgingival que avanza (Delima y Van Dyke, 2004). El FG se
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constituye, junto con la descamacion de las células epiteliales, como la primera
barrera de defensa contra los patégenos del periodonto y desempefia un papel
esencial en el mantenimiento de la estructura del epitelio de union (Uitto,

2003).
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Fig.8 Esquema de la Unién dento-gingival constituida por: epitelio de unién, epitelio
del surco, epitelio bucal y restos epiteliales de Malassez (Péllanen y cols., 2003).

El biofilm bacteriano es natural y existe en armonia con el huésped en
salud. El mantenimiento de la salud depende del equilibrio homeostatico de la
relacion entre la exposicién bacteriana y la respuesta del huésped. La
patologia periodontal se desarrolla a partir de un desequilibrio en esta relacion,

provocado por cualquier cambio en la magnitud o haturaleza microbiana o bien
en la escala o adecuacion de la respuesta del huésped (Socransky y cols.

1998). Es decir, cambios en el numero o la naturaleza de las bacterias, como
asi también la inapropiada respuesta del huésped ocasionarian un estado

mérbido.

Los neutrdfilos y los anticuerpos protegen la integridad epitelial de la
infeccion bacteriana. Los anticuerpos neutralizan las toxinas bacterianas u
opsonizan las bacterias para su fagocitosis eficaz por los neutrdéfilos. Cuando
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se interrumpe la integridad epitelial, la entrada de bacterias y/o productos
bacterianos desencadenan una respuesta inflamatoria importante. Si bien la
mayoria de los neutrofilos reclutados en los tejidos gingivales migran hacia el
epitelio y el surco gingival, casi todas las células mononucleares persisten en
el tejido conectivo y en las capas infrabasales del epitelio bucal y forman el
infiltrado celular inflamatorio local. Estas células consisten en monocitos y
macrofagos tisulares, linfocitos T y B y células plasmaticas, las cuales estan
presentes en las lesiones periodontales donde la patologia inflamatoria se ha
cronificado (Page y Schroeder, 1976).

Como se mencioné anteriormente, cuando se supera la barrera epitelial
comienza a actuar la respuesta inmunitaria adaptativa, en la cual las citoquinas
conforman el elemento clave. Estas son una serie de proteinas que median las
interacciones complejas entre los linfocitos, las células inflamatorias y otras
células del tejido conectivo, siendo su funcién asistir en la regulacion y el
desarrollo de células inmunitarias efectoras y establecer la comunicacién entre
una célula y demas funciones efectoras directas (autdcrina-paracrina-
enddcrina). El desarrollo y la regulacibn de una respuesta inmunitaria
dependen en gran parte de la produccion local de cierta cantidad de citoquinas
que pueden determinar si la respuesta serd protectora o no (Gemmell y
Seymour, 2005). Estas citoquinas son producidas por distintos tipos de células
en el periodonto, tales como fibroblastos, células endoteliales, macréfagos,
osteoclastos, células epiteliales, leucocitos polimorfonucleares, monocitos,
linfocitos y mastocitos.

En las primeras etapas del proceso patolégico, mientras el periodonto
esta clinicamente sano, la colonizacion bacteriana inicial, compuesta
principalmente por microorganismos grampositivos, se encuentra confinada al
margen gingival. En este estado, el fluido gingival es relativamente escaso y
esta constituido sobre todo por un trasudado de proteinas plasméticas, que
fluye de los tejidos gingivales hacia el surco gingival. Sin embargo, al cabo de
2-4 dias de acumularse la placa bacteriana, empieza la lesion inicial de
gingivitis (Page y Schroeder, 1976). A medida que el proceso inflamatorio
continda, la encia marginal empieza a mostrar cambios clinicos indicativos de
inflamacién simultdneamente con un avance apical del frente de placa y un
aumento en su masa (Delima y Van Dyke, 2004). La gingivitis se caracteriza
por un cambio en la composicién de la placa microbiana, con un incremento de
los microorganismos gramnegativos (Tonetti y cols., 1998). Estas bacterias

gramnegativas desencadenan un aumento de la permeabilidad de los vasos
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sanguineos subepiteliales, con la consiguiente salida de plasma de la
circulacion, que ocasiona eritema, edema y pérdida del punteado en el tejido
conectivo gingival y la formacion de bolsas y sangrado al sondaje. A medida
gue este liquido escapa hacia el surco gingival, a través del epitelio de union,
se produce un aumento del flujo de liquido (Page y Schroeder, 1976). Este
exudado es esencialmente un medio de crecimiento de sostén de las células y
los tejidos del huésped pero también puede actuar como una excelente fuente
de nutrientes para los gérmenes subgingivales y contiene factores que son
necesarios para la proliferacion de ciertas especies bacterianas patdgenas
(Page y Schroeder, 1976).

La gingivitis se produce de forma natural en la mayoria de los
individuos, aunque su gravedad varia. Las manifestaciones histologicas
consisten en cambios vasculares, con incremento de la permeabilidad y de la
vasodilatacion, y la presencia de un exudado de neutréfilos polimorfonucleares,
que migran desde el tejido hacia el surco gingival (Page y Schoeder, 1976;
Tsai y cols., 1998). Los neutrdfilos poseen mecanismos antimicrobianos
sumamente especializados que forman la primera linea de defensa frente a las
bacterias. Los neutréfilos activados por las bacterias también producen
mediadores quimiotacticos y vasoactivos que perpetldan la respuesta
inflamatoria del huésped. Se cree que la gingivitis es una respuesta dominada
por los neutrdfilos, ya que la mayoria de los mediadores neutrdfilos se
identifican en el fluido gingival, entre ellos leucotrieno B4, factor activador de
las plaguetas, tromboxano B2, elastasa y colagenasa metaloproteasa de la
matriz 8 (Heasman y cols., 1996; Ebersole y cols., 2000; Gonzales y cols.,
2001; Jin y cols., 2000; Ronderos y cols., 2001). Tonetti y cols. demostraron
que el aumento de la quimiotaxina neutréfila, interleuquina 8, en el fluido
gingival es uno de los primeros cambios asociados a la transicion de la salud a
la gingivitis (Tonetti y cols., 1998). En la gingivitis se detectan en el fluido
gingival niveles bajos de productos de los monocitos, como IL 1 o TNF,
indicando un bajo nivel de activaciébn de las células asociadas con la
inflamacién cronica.

En la periodontitis, la placa microbiana gramnegativa evoluciona y
coloniza profundamente el surco gingival, dando lugar al crecimiento de un
pequefio grupo de bacterias anaerdbicas predominantemente gramnegativas y
espiroquetas, y promueve una respuesta inflamatoria crénica. A medida que la
placa madura y se vuelve mas patdgena, la respuesta inflamatoria del huésped

evoluciona de aguda a cronica. Estas bacterias, en conjunto con numerosas
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especies en las biopeliculas, se extienden a lo largo de la superficie apical de
las raices de los dientes para incitar a la formacion de bolsas periodontales y la
destruccion del hueso alveolar y fibras colagenas del ligamento periodontal
(Pagey cols., 1997).

Los microorganismos patégenos periodontales gramnegativos pueden
evitar los mecanismos de respuesta del huésped (complemento, anticuerpos y
neutréfilos) mientras liberan vesiculas que contienen toxinas microbianas,
proteasas y endotoxinas (lipopolisacaridos). Los lipopolisacaridos penetran en
los tejidos y estimulan los monocitos, que secretan mediadores de la
inflamacién, como prostaglandina E2, tromboxano B2, IL 1, 6 y 8, TNF y
colagenasa. Estos mediadores de la inflamacion activan posteriormente las
células musculares lisa, los fibroblastos, mas monocitos y los osteoclastos para
producir metaloproteasas de la matriz y estimular la reabsorcion 6sea. Esta
cascada inflamatoria provoca inflamacion clinica, pérdida de insercién vy,
finalmente, pérdida de dientes. Junto a la sintesis de los mediadores de la
inflamacién por los monocitos, también se produce la presentacion de los
antigenos. Este componente de la respuesta del huésped desencadena la
respuesta inmunitaria de adaptacion, con una respuesta inicial de los linfocitos
T cooperadores de tipo 1 (proinflamatoria, IL-2, TNF e interferén y) y un
posterior cambio hacia una respuesta dominante de linfocitos T cooperadores
de tipo 2 (antiinflamatorios, IL 4, 5, 6, 10 y 13 y produccion de
inmunoglobulinas) (Gemmell y Seymour, 2005). Por lo tanto, las citoquinas
inflamatorias pueden detectarse en el fluido gingival y servir como indicador del
estado inmunorregulador e inflamatorio local.

La evidencia de que las citoquinas desempefan un papel critico se
demostré en un modelo primate. En este informe, la inhibicién de la IL-1 y el
TNF redujeron la progresiéon de la pérdida de hueso periodontal y la pérdida de
insercion (Asumma y cols., 1998 y Delima y cols., 2001) que se atribuy6 al
reclutamiento de células inflamatorias (principalmente monocitos y linfocitos)
hacia el hueso (Graves y cols., 1998). En los ultimos afios, varios modelos de
raton knock-out apoyaron la hipotesis de que las citoquinas son necesarias en
el proceso de la enfermedad (Baker y cols., 1999; Garlet y cols., 2007,
Kirkwood y cols., 2007).

Page y Schroeder demostraron que la resorcién 6sea cesa cuando se
crea zona de 2,5 mm entre el sitio de bacterias y el hueso. Concluyendo que
las distancias de mas 2,5 mm son causadas por la invasion bacteriana al tejido

conjuntivo gingival (Page y Schroeder, 1981): mientras mas cerca del hueso se
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encuentren las células del infiltrado inflamatorio, mayor es el namero de
osteoclastos formados vy, por lo tanto, mayor la cantidad hueso degradado
(Rowe y Bradley, 1981; Schroeder y Lindhe, 1980).

La enfermedad periodontal se caracteriza por atravesar por periodos
de:

- reposo o inactividad: caracterizado por una reaccion inflamatoria
reducida y escasa o nula pérdida de hueso o insercién de tejido conectivo.

- exacerbacién o actividad: periodo donde acontece pérdida de
insercion y hueso; puede durar dias, semanas o meses y al final es seguido
por un lapso de remision o reposo (Goodson y cols., 1982). Histolégicamente,
en las lesiones periodontales activas se observan principalmente células
mononucleares, de las cuales el 70% lo constituyen linfocitos del tipo T que
tienen la capacidad de secretar una serie de citoquinas que participan en los
eventos etiopatogénicos de la enfermedad (Seymour y cols., 1983 (A);
Seymour y cols., 1983 (B); Taubman y Kawai, 2001). La acumulacién de
células plasmaticas y linfocitos en los tejidos periodontales sugiere que las
citoquinas intervienen en los cambios patol6gicos del periodonto (Holt y
Ebersole, 2005).

Durante los periodos de progresion de la enfermedad, la liberacién de
mediadores inflamatorios aumenta en todas las zonas de la boca del paciente,
tanto estables como progresivas. Ademas, las zonas clinicamente sanas en
pacientes con enfermedad progresiva son, probablemente, diferentes de las
zonas sanas de pacientes sanos, que albergan diferente placa microbiana
(Ximénez-Fyvie y cols., 2000) y exhiben una respuesta del huésped distinta
(Tanner y cols., 1996). Aunque la enfermedad progresa de forma diferente en
cada zona a causa de sus caracteristicas especificas (Tanner y cols., 1996), la
respuesta del huésped es mas global y sigue el mismo patrén en todas las
zonas del interior de la boca de cada individuo. Esto fue confirmado por
Figueredo y cols. (Figueredo y cols., 1999), quienes constataron que los
niveles de IL-1 en el fluido gingival aumentaban en las muestras de pacientes
con periodontitis, independientemente de la gravedad de la enfermedad en la
zona de muestreo.

Si bien, la enfermedad periodontal es una afeccion inflamatoria crénica
causada por la infeccion de los tejidos de soporte que rodean a los elementos
dentarios; evidencia actual indica que la enfermedad periodontal, una de las
patologias mas prevalentes en humanos, es una afeccion inflamatoria de

causa multifactorial desencadenada por la respuesta inmune del huésped al
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biofilm, donde no todos los factores tienen la misma importancia. El factor de
riesgo ambiental méas significativo para la enfermedad periodontal lo
constituyen las bacterias que residen en el biofilm. La importancia de las
bacterias junto con la respuesta tisular del huésped representan los
componentes esenciales de este proceso inflamatorio.

La naturaleza y la extension del ataque bacteriano estd modulado y
atenuado por la respuesta inmunitaria del huésped. Los antigenos microbianos
y factores de virulencia provocan una respuesta inmediata inflamatoria e
inmune en el huésped, mediante la produccién de citoquinas, eicasonoides,
quininas, productos de activacion del complemento y metaloproteinasas de la
matriz. Algunos de estos mediadores inflamatorios participan en la destruccién
del ligamento periodontal y hueso alveolar (Shikawa, 2007).

Las bacterias son capaces de causar destruccion periodontal
indirectamente activando varios componentes del sistema de defensa del
huésped, el cual proporciona proteccion a costa de un cierto nivel de
destruccién periodontal, incluyendo hueso alveolar, cemento radicular y
ligamento periodontal (Offenbacher, 1996). De acuerdo con lo informado por
Page y Kornman, las bacterias son esenciales pero no suficientes para causar
enfermedad periodontal, mientras que factores relacionados al huésped, como
la herencia, y factores ambientales, como el habito de fumar o el consumo de
determinados medicamentos, son importantes determinantes de la aparicion y
severidad de esta patologia (Page y Kornman, 1997).

El estrecho equilibrio entre la homeostasia periodontal y la enfermedad
depende de la adecuada respuesta cualitativa y cuantitativa del mecanismo de
defensa del huésped a la infeccién del tejido periodontal. Las respuestas
insuficientes o excesivas del huésped pueden llevar a la destruccion
periodontal, y tal evolucibn puede ser en gran parte especifica de cada
individuo (Delima y Van Dyke, 2004). La forma en que el sistema inmune
responde a las bacterias, ya sea en forma protectora o destructiva, se
determina por la naturaleza y el control de las respuestas inmunitarias, tanto
innatas como adaptativas (Taubman y cols., 2005). Una de las primeras
evidencias sobre la importancia de la respuesta del huésped fue demostrado
en un estudio sobre el efecto que ejercia un inhibidor de prostaglandinas sobre
la pérdida 6sea alveolar (Williams y cols., 1985).

Por lo tanto, la enfermedad periodontal es una patologia multifactorial
en la que, como mencionamos previamente, el biofilm bacteriano es el factor

iniciador. Sin embargo, en la manifestacién y la progresion de ésta influyen una
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amplia variedad de determinantes, susceptibilidad del huésped y factores de
riesgo. Entre ellos se encuentra la osteoporosis/osteopenia y la deficiencia de
estrégeno, que constituyen factores de riesgo para la ocurrencia de pérdida
Osea alveolar en pacientes post-menopdusicas con historia de enfermedad
periodontal (Payne y cols., 1999).

5.2 Sistema RANK-RANKL-OPG vy enfermedad periodontal

La resorcibn y la formaciébn d&sea estdn reguladas por las
concentraciones relativas de RANKL expresadas por diversas células, asi
como el receptor RANK en las células precursoras de los osteoclastos y el
receptor sefiuelo soluble denominado osteoprotegerina (OPG).

Por lo tanto, la regulacién de la reabsorcion 6sea es orgquestada por
RANKL vy su inhibidor, OPG. La desregulacién del balance en la expresion de
ambas citoquinas conduce a la pérdida de hueso, como se demostré en
modelos experimentales de enfermedades Oseas destructivas, incluyendo la

enfermedad periodontal. (Teng y cols., 2000; Taubman y Kawai, 2001) (Fig. 9).
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Fig. 9 Papel de las bacterias patdgenas periodontales en la destruccion 6sea mediada

por RANKL en la enfermedad periodontal (Kajiya y cols., 2010).

Los Ultimos avances en la osteoinmunologia llevaron a investigar el
papel de RANKL y OPG en la patogenia de la enfermedad.

En la enfermedad periodontal, las células T y B activadas son las
principales fuentes de RANKL en los sitios de resorcién ésea (Kawai y cols.,
2006). Por lo tanto, la activacion de las células T en los tejidos gingivales
parece desempefiar un papel clave en la produccion de RANKL, provocando la

resorcion 0sea periodontal (Kawai y cols., 2007).
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Fig. 10 Diferenciacion y activacion de los osteoclastos (Boyle y cols., 2003).

En las lesiones de periodontitis, los linfocitos, macréfagos y neutréfilos
infiltran el tejido conjuntivo subepitelial e interactdan con las células del
estroma (osteoblastos, fibroblastos del ligamento periodontal y fibroblastos
gingivales) Los macréfagos y los linfocitos T producen mediadores
inflamatorios, como IL-1, IL-6, TNFa y PGE2, que pueden inducir la resorcion
6sea de forma indirecta, estimulando a los osteoblastos a producir RANKL
(Taubman y Kawai, 2001) (Fig. 10). Los linfocitos T pueden favorecer también
la diferenciacién de los osteoclastos mediante la produccion directa de RANKL.
Por lo tanto, la resorcidon del hueso alveolar podria ser inducida de forma
directa o indirecta por el infiltrado inflamatorio en las lesiones periodontales
(Taubman y Kawai, 2001).

RANKL es la sefal final coman esencial requerida para la completa
diferenciacion de los precursores celulares hematopoyéticos totipotenciales en
osteoclastos multinucleados y la activacion de ellos como células
osteodestructivas (Lacey y cols., 1998; Nakagawa y cols., 1998; Burgess y
cols., 1999; Kong y cols., 1999(A) y 1999 (B); Takahashi y cols., 1999), y
podria correlacionarse la presencia de mayores niveles de esta citoquina
osteoclastogénica con la destruccion O0sea alveolar y dar una explicacion
biol6gica comprensible a la pérdida de dientes consecutiva a la periodontitis.

Takayanagi y cols. informaron que los mecanismos moleculares de la
regulacion de la formacion de los osteoclastos mediada por los linfocitos T se

producen a través de la sefializacion cruzada entre RANKL e interferon vy
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(IFN-y). La produccion de IFN-y por los linfocitos T suprime en gran medida la
osteoclastogénesis, al interferir con la via de sefializacion RANKL-RANK. El
IFN-y induce la rapida degradacién de la proteina adaptadora de RANK,
TRAF6 (factor 6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral), que da
lugar a una fuerte inhibicion de la activacion, inducida por RANKL, del factor de
transcripcion NF-kB y de la cinasa N-terminal de c-Jun (Takayanagi y cols.,
2000).

Numerosos estudios clinicos y algunos experimentales evaluaron la
influencia del sistema RANK-RANKL-OPG en la patogenia de la enfermedad
periodontal.

Crotti y cols. compararon la expresién de RANKL y OPG en el tejido
granulomatoso adyacente a las zonas con pérdida de hueso alveolar de
pacientes con periodontitis, con la existente en tejidos sin periodontitis,
empleando inmunohistoquimica. En este estudio se expresaron
concentraciones significativamente superiores de la proteina RANKL en el
tejido con periodontitis, y se verific6 una reduccién significativa de OPG en
dicho tejido. La proteina RANKL se asoci6 con los linfocitos y los macréfagos,
mientras que OPG se asoci6 con las células endoteliales (Crotti y cols., 2003).
El estudio de Crotti y cols. indico que la pérdida de hueso, adyacente a la zona
inflamada en la periodontitis, también puede estar regulada por los niveles de
RANKL y OPG. Mientras que muchos estudios han demostrado que RANKL y
OPG se expresan por distintos tipos de células de los tejidos gingivales, este
es el primer estudio que demostré la presencia de RANKL y OPG en tejidos
periodontales enfermos humanos (Crotti y cols., 2003).

Liu y cols. sefialaron que la concentracion de ARNm de RANKL
determinado mediante una RT-PCR semicuantitativa fue mayor en los
pacientes con periodontitis avanzada, respecto a los pacientes con
periodontitis moderada o al grupo sano. Ademas, examinaron la localizacion de
la expresion celular del ARNm de RANKL mediante hibridacion in situ. El
ARNm de RANKL se expresaba en células inflamatorias, principalmente
linfocitos y macréfagos (Liu y cols., 2003). Ademas, el epitelio que proliferaba
en la proximidad de las células inflamatorias expresaba concentraciones
elevadas de ARNm de RANKL (Liu y cols., 2003).

Vernal y cols., examinaron los niveles de ARNm de RANKL en los
tejidos gingivales mediante RT-PCR en tiempo real. Los datos demostraron
gque todos los pacientes con periodontitis presentaron niveles detectables de

ARNm de RANKL y estos fueron significativamente mayores que los
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encontrados en sujetos periodontalmente sanos. Este estudio les permitio
establecer que mayores niveles de RANKL se encuentran asociados con
individuos afectados por periodontitis en comparacién con sujetos control
periodontalmente sanos, y que en ellos los linfocitos T CD4+ juegan un papel
fundamental en el desbalance del eje RANKL-RANK-OPG (Vernal y cols.,
2004). Ademés, demostraron que RANKL esta presente en el fluido gingival de
pacientes adultos con periodontitis crénica en niveles significativamente
mayores que en los sujetos sanos, lo que permitiria correlacionar esta proteina
osteoclastogénica con la pérdida de hueso alveolar y la pérdida de elementos
dentarios. También estudiaron la relacién entre los niveles de RANKL vy los
parametros clinicos de diagnéstico y severidad de la enfermedad y no
encontraron asociacion significativa. Ademas, para establecer si existia
asociacion entre los niveles de RANKL en fluido gingival y la actividad de
enfermedad, adicionalmente analizaron los niveles de RANKL en sitios
periodontales activos e inactivos, determinados mediante el método de la
tolerancia (Haffajee y cols., 1983), los resultados mostraron que los niveles de
RANKL son significativamente mayores en sitios activos versus inactivos,
sugiriéndolo como un marcador de la progresion de actividad (Vernal y cols.,
2004; Vernal y cols., 2005A). La actividad de la enfermedad periodontal es
generalmente aceptada como pérdida de insercién de tejidos del diente; un
cambio en el nivel de insercién clinica puede representar un verdadero cambio
en el nivel insercién (Jeffcoat y Reddy, 1991). La pérdida de insercion
periodontal episddica puede estar asociada con variaciones en la poblacion de
células inflamatorias supracrestales donde se observan un mayor numero de
mastocitos, monocitos/macréfagos y células plasmaticas en sitios activos en
comparacion con los inactivos (Zappa y cols., 1990). La presencia de RANKL
en fluido gingival en sitios con pérdidas episédicas de tejido conectivo implica
un posible papel en los mecanismos de destruccion de los tejidos asociada con
la periodontitis (Vernal y cols., 2004).

Mogi y cols. examinaron la concentracion de RANKL y OPG en el fluido
gingival de pacientes con periodontitis y de individuos sanos. Se detect6 un
aumento en la concentracion de RANKL y un descenso en la de OPG en el
fluido gingival de los pacientes con periodontitis. El cociente entre la
concentracion de RANKL y la de OPG en el fluido gingival fue
significativamente superior en los pacientes con enfermedad periodontal
respecto a los individuos sanos. Estos resultados indicaron que el aumento en

la produccién de RANKL podria asociarse con la resorcién del hueso alveolar,
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y que los linfocitos son una de las principales células que expresan RANKL en
el tejido con periodontitis (Mogi y cols.2004).

Garlet y cols., en un estudio experimental observaron como las
concentraciones relativas de RANKL y OPG se modificaban durante la
progresion de enfermedad periodontal instalada en ratas a las cuales se
inoculé Aggregatibacter actinomycetemcomitans. En esta investigacion se
observé que la pérdida de hueso se correlacionaba con un patrén de expresion
en el gue RANKL aumentaba en relacion con OPG sobre la primera parte del
periodo de estudio, coincidente con un rapido aumento de la pérdida de hueso
(dia 0 a 15). Durante la dltima parte del periodo de estudio (dias 30 a 60),
donde la tasa de pérdida 6sea disminuyd, se observé una marcada reduccién
en la concentracién de RANKL, mientras que la concentracion de OPG estaba
en su punto mas alto (Garlet y cols., 2006).

Lu y cols. identificaron y cuantificaron OPG y RANKL en el fluido
gingival y el tejido conectivo de los pacientes con periodontitis y se compararon
los resultados con un grupo control de pacientes sanos. Ademas se intentd
aclarar las posibles correlaciones con la severidad de la enfermedad y la
interleuquina-6 (IL-6) y oncostatin M (OSM). Los niveles de RANKL, OPG, IL-6
y OSM en fluido gingival fueron determinados mediante test de ELISA.
Mientras que en las muestras de tejido conectivo se determinaron los niveles
de RANKL y OPG mediante inmunohistoquimica. El analisis del fluido gingival
estableci6 que los niveles de RANKL, pero no OPG, fueran elevados en
pacientes con periodontitis. Si bien no fue posible determinar una correlacion
entre RANKL-OPG y la severidad de la patologia periodontal, se pudo
establecer una correlacion significativa entre los niveles de RANKL en fluido
gingival con IL-6 y OSM. La tincién inmunohistoquimica mostr6 que las células
RANKL-positivas se distribuyeron de manera significativa en la zona de tejido
conectivo inflamatorio de la encia enferma, en comparacion con los de las
muestras de personas sin patologia. Sin embargo, algunas células OPG-
positivas se encontraron en biopsias de tejido conectivo gingival ya sea sano o
enfermo (Lu y cols., 2006).

Bostanci y cols. compararon los niveles de expresion del ARNm de
RANKL y OPG expresados como la relacién entre ambas citoquinas en los
tejidos gingivales en pacientes con gingivitis, periodontitis crénica y
periodontitis agresiva generalizada, pacientes con periodontitis crénica bajo
tratamiento inmunosupresor y pacientes sanos. En este estudio se empleé la

reacciéon en cadena de la polimerasa con transcripcion inversa (RT-PCR)
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cuantitativa. En comparacién con individuos sanos, se detectdé que los niveles
de RANKL y la relacion RANKL/OPG eran mayores en los tres grupos de
periodontitis estudiados (asignando el valor mas elevado al grupo que
presentaba periodontitis agresiva generalizada), a diferencia de los valores
obtenidos en el grupo que presentaba gingivitis. Ademas, la expresion de OPG
fue menor en los pacientes con periodontitis cronica. Cuando los pacientes con
periodontitis crénica y periodontitis generalizadas fueron comparados, estos
ultimos mostraron mayor expresion de RANKL, mientras que el primer grupo
exhibié una débil expresion de OPG, y con respecto a la relacion RANKL/OPG
no existieron diferencias en su proporciéon. Al momento de comparar los
pacientes con periodontitis crénica con pacientes con periodontitis crénica que
recibian tratamiento inmunosupresor, la OPG, pero no RANKL, tuvo una
expresion mas fuerte en este Ultimo grupo (Bostanci y cols., 2007 (B)). De esta
manera, demostraron que la expresiéon genética de RANKL y OPG son
regulados diferencialmente en los tejidos gingivales dependiendo de la forma
de la enfermedad periodontal, y que un aumento en la expresién de la relacion
RANKL/OPG en los tejidos puede indicar la ocurrencia de la periodontitis
(Bostanci y cols. 2007(B)).

En otro estudio Bostanci y cols. compararon los niveles de RANKL,
OPG vy la relacion entre ambas citoquinas en fluido gingival en pacientes con
gingivitis, periodontitis cronica y periodontitis agresiva generalizada, pacientes
con periodontitis crénica bajo tratamiento inmunosupresor y pacientes sanos.
En este estudio los niveles de RANKL fueron bajos en los grupos sanos y en
aquellos que presentaron gingivitis, pero elevados en los tres grupos de
periodontitis. Ademas, los niveles de OPG fueron elevados en los pacientes
sanos a diferencia de los grupos restantes. Con respecto a la relacién
RANKL/OPG se observé una importante diferencia entre los tres grupos de
periodontitis y los grupos sanos y con gingivitis. No existieron diferencias en los
niveles de RANKL y OPG en los grupos con periodontitis cronica y periodontitis
agresiva generalizada, mientras que en el grupo de periodontitis crénica bajo
tratamiento inmunosupresor los niveles fueron menores (Bostanci y cols., 2007
(A)-

Wara-aswapati y cols., demostraron que el ARNm de RANKL era
superior en los tejidos con periodontitis en comparacién con el grupo control,
mientras que el ARNm de OPG mostrd una tendencia a ser disminuido, pero
los resultados no fueron estadisticamente significativos, quizas debido a las

marcadas diferencias con respecto a la edad y el género. Los resultados
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demostraron que el incremento de ARNm de RANKL y el aumento de la
relacion ARNm RANKL/OPG sugiere que el balance de estos dos factores es
critico para regular la destruccion 6sea en la periodontitis. (Wara-aswapati,
2007).

Por lo tanto, estos hallazgos refuerzan ain mas el valor diagnéstico de
la relacibn RANKL/OPG, ya que indican que pueden asociarse con la

progresion de la destruccién periodontal.

5.3 Enfermedad periodontal y Bifosfonatos.

Podemos decir que aunque la etiologia de la osteoporosis post-
menopausicay la periodontitis son diferentes, la pérdida de masa 6sea en
ambas patologias comparten varias caracteristicas, una de ellas a través de
interaccion entre los componentes del sistema RANK-RANKL-OPG. De
manera que, la terapéutica utilizada para la osteoporosis puede ser considera
de valor para el tratamiento de la enfermedad periodontal.

Por este motivo, numerosos estudios realizados en modelos animales
han evaluado el efecto de los bifosfonatos en el periodonto. En un estudio
realizado en perros con enfermedad periodontal, los bifosfonatos no prevenian
la pérdida de insercién periodontal, pero el grupo tratado con bifosfonatos
demostré un incremento 6seo respecto del grupo control tratado con placebo
(Reddy y cols., 1995). En otros estudios realizados en monos con periodontitis
inducida se observé que los bifosfonatos reducian la pérdida de insercién y
prevenian la pérdida de densidad 6sea (Brunsvold y cols., 1992; Weinreb y
cols., 1994). Mientras que otros estudios han demostrado que los bifosfonatos
no incrementan o bien no tiene efecto sobre la produccion de OPG en los
fibroblastos gingivales (Viereck y cols., 2002; Pan y cols., 2004).

Por otro lado, Kim y cols. demostraron que los bifosfonatos que
contienen nitrdgeno, como el alendronato y pamidronato, no alteraban la
expresion de ARNm de RANKL y OPG a favor de la inhibicion de la formacion
de osteoclastos. Aunque estos bifosfonatos inhiben la formacion de
osteoclastos y la resorcion 6sea en co-cultivos de células osteoblasticas de
raton y células de médula 6sea, estos efectos inhibidores no parecen estar
relacionadas con la regulacion de la expresiéon de ARNm de RANKL y OPG. En
conjunto, se podria sugerir que RANKL y OPG podrian no ser el blanco

principal de los bifosfonatos para inhibir la resorcién 6sea (Kim y cols., 2002).
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Tipton y cols., demostraron que la accion del alendronato y pamidronato
en fibroblastos gingivales humanos, a través de la alteracioén de la produccion
de RANKL y OPG, parece contribuir a un microambiente que favorece la
inhibicion de la resorcion ésea y por ende ambos bifosfonatos reducian
claramente la relacion RANKL/OPG, debido a un aumento general, 0 ningun
cambio, en los niveles de OPG, y una disminucion en la produccion de RANKL
(Tipton y cols., 2011).

|
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6. Osteoporosis/osteopenia post-menopausica y enfermedad

periodontal

Existen mdultiples contactos anatomicos y vasculares, asi como
diferentes mecanismos moleculares y celulares, que permiten la interaccion
permanente entre el tejido 6seo y el sistema inmune, de tal forma que
podemos considerarlos como un conjunto funcional integrado denominado
sistema osteoinmune (Geusens y Lems, 2011). Las células de ambos sistemas
comparten origenes comunes, ya que los osteoclastos proceden de células
madre hematopoyéticas y comparten su linaje con los monocitos y los
macrofagos, mientras que las células madre mesenquimales son las
precursoras de los osteoblastos que, a su vez, desempefian un papel central
en la diferenciacion de las células madre hematopoyéticas en los nichos
adyacentes a la superficie endéstica (Calvi y cols., 2003). Por otro lado, la
estructura 6sea y el sistema inmune tienen una gran variedad de moléculas
reguladoras en comun procedentes de linfocitos, células dendriticas vy
macroéfagos, que actian sobre las células del remodelado 6seo (osteoblastos y
osteoclastos) por diferenciacion a partir de sus precursores inmaduros, tanto
en su vertiente resortiva, generalmente a través de la via RANK-RANKL-OPG,
como en su vertiente osteoformadora (Monroe y cols., 2012). De manera que
cambios en la fisiologia y la patologia de un sistema pueden afectar al otro
(Takayanagi, 2005).

La etiologia bacteriana de la enfermedad peridontal estd demostrada.
Sin embargo, asociar la pérdida de hueso alveolar con la pérdida sistémica de
la densidad de hueso producido por la osteoporosis nos lleva a pensar que
existen huéspedes susceptibles a la destruccion periodontal ocasionada por
las bacterias. Los factores de riesgo comunes en ambas patologias, entre otras
razones, nos llevan a asociar estas dos enfermedades. Al ser la osteoporosis
una alteracion con caracteristicas comunes con la enfermedad periodontal por
su cronicidad, por afectar a personas de avanzada edad y por provocar una
pérdida 6sea, se ha planteado la posibilidad de que la primera potencie a la
segunda y de que, de otro modo, la aparicion de la segunda pueda ser un
signo de alerta respecto al padecimiento de la primera.

Diversos autores han planteado la posibilidad de que la osteoporosis
favorezca la evolucion de la enfermedad periodontal, ya que su curso

transcurre con la destruccién del hueso alveolar y, en un sustrato que se
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encuentra con una resistencia disminuida, la progresion podria ser mas rapida
y agresiva que en aquellas personas que presentan un hueso sano.

Numerosas investigaciones de varios estudios prospectivos apoyan la
asociacion de la osteoporosis con el inicio y la progresion de la enfermedad
periodontal en humanos.

Women’s Health Initiative (WHI), encontraron que las mujeres con
osteoporosis tenian mas de tres veces la cantidad de pérdida de altura del
hueso alveolar que las mujeres que no tenian osteoporosis, con independencia
de gue también tenian periodontitis. Estos hallazgos sugieren que el estado
6seo sistémico puede influir en la progresion de la pérdida de hueso alveolar
de forma independiente.

La osteoporosis, aunque no es la causa inicial de la periodontitis, se ha
intentado demostrar que es un indicador de riesgo que puede contribuir a la
progresion de la enfermedad periodontal. Algunos estudios han intentado
correlacionar osteoporosis con la enfermedad periodontal obteniendo
resultados significativos (Von Wowern y cols., 1994; Mohammad y cols., 1997,
Payne y cols., 1999; Tezal y cols., 2000; Inagaki y cols., 2005), mientras que
otros no (Elders y cols., 1992; Klemetti y cols., 1994).

Kribbs y cols., fueron los primeros en abordar la relacién de las mujeres
con osteoporosis con un estudio que evalud el calcio corporal total por analisis
de activacion de neutrones, y encontraron una asociacion con la densidad de
la mandibula cuando se media por analisis cuantitativo en las radiografias
intraorales (Kribs y cols., 1983). En 1989, otro estudio realizado por el mismo
autor en 85 mujeres post-menopausicas, observé que el calcio corporal total,
la masa Gsea en el radio y la densidad 6sea en la columna se correlacionaban
con la masa 6sea mandibular (Kribs y cols., 1989). Mientras que en 1990,
realizaron una comparacion de 85 pacientes osteoporéticas y 27 mujeres
normales, y demostraron que el grupo de pacientes osteoporoticas tenian
menos masa y densidad 6sea mandibular y una cortical mas delgada en el
gonion que en el grupo normal (Kribs, 1990).

Jacobs y cols., en un estudio longitudinal de 69 mujeres que recibian
terapia de reemplazo hormonal, evaluaron la densidad mineral 6sea (DMO) de
columna lumbar mediante absorciometria dual foténica. Durante el periodo de
observacién de un promedio de cinco afios, se observo un efecto positivo de la
terapia de reemplazo de estrégenos sobre la masa ésea de la mandibula y la

columna lumbar (Jacobs y cols., 1996).
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Streckfus y cols. utilizaron mediciones cuantitativas de radiografias
aleta de mordida vertical y radiografias de la mano en pacientes con
periodontitis activa. Los resultados de este estudio mostraron que las mujeres
post-menopdausicas con terapia de estrogenos tenian mas pérdida de hueso
alveolar, mas dientes perdidos y méas reduccion de la densidad Osea alveolar y
del segundo metacarpiano que las mujeres pre-menopdausicas. También las
densidades Oseas alveolares estaban fuertemente correlacionadas con las
densidades de segundo metacarpiano (Streckfus y cols., 1997).

Southard y cols., en un estudio en 41 mujeres caucasicas dentadas de
edades entre 20-78 afios evaluaron ambos maxilares utilizando radiografia
intraoral cuantitativa y las densidades Oseas sistémicas determinadas por
absorciometria de energia dual de rayos x. La densidad del hueso del proceso
alveolar maxilar se relacioné significativamente con la densidad del proceso
alveolar mandibular, columna lumbar, cadera y radio en mujeres sanas y de la
densidad del hueso del proceso alveolar maxilar disminuyd con la edad
(Southard y cols., 2000).

Shrout y cols. realizaron un estudio en 45 mujeres post-menopausicas
sanas o con enfermedad periodontal leve (profundidad de sondaje menor de 5
mm), utilizando mediciones morfolégicas a partir de imagenes digitalizadas de
radiografias aleta de mordida y se correlacioné con la DMO lumbar y femoral.
La complejidad del patron trabecular se correlacioné débilmente con la DMO
de la columna lumbar y femoral (Shrout y cols., 2000).

Otras investigaciones utilizaron una variedad de parametros para
evaluar la gravedad de la enfermedad periodontal en pacientes con
disminucién de la densidad mineral 6sea, encontrando en la mayoria de los
casos una asociacion entre la reduccién de la densidad mineral 6sea y el
aumento de gravedad de la enfermedad periodontal. (Civitelli y cols., 2002;
Jeffcoat y cols., 2000; Tezal y cols., 2000; Von Wowern y cols., 1994). Sin
embargo, varios informes que estudiaron la relacion entre la pérdida de dientes
y la DMO vy los resultados fueron contradictorios.

En un informe de Elders y cols., se compararon la DMO lumbar y el
grosor de la cortical metacarpiana con la altura del hueso alveolar en las
radiografias de aleta de mordida y los pardmetros clinicos de la periodontitis.
En este estudio no se observd una relacién significativa entre las mediciones
de la masa 6sea y la altura del hueso alveolar y los parametros periodontales.

Sin embargo, la edad media en este grupo fue relativamente joven entre 46-55
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afos de edad, lo que podria haber contribuido a la falta de correlacién (Elders
y cols., 1992).

Von Wowern y cols. en un estudio realizado en 12 mujeres
osteopor6ticas con historia de fracturas y tras evaluar la osteoporosis con el
contenido mineral 6seo en la mandibula y el antebrazo, encontraron una
disminucion del contenido mineral 6seo en la mandibula en comparacién con
14 mujeres normales que constituian el grupo control; ademas demostraron
una importante pérdida de insercidbn en mujeres osteopordticas cuya edad
promedio oscilaba en los 68 afios (Von Wowern y cols., 1994).

Payne y cols., en un estudio longitudinal de dos afios, estudiaron
cambios en la altura y la densidad Osea alveolar en 21 mujeres con
osteoporosis / osteopenia, en comparacion con 17 mujeres con DMO de
columna normal (grupo control). Los resultados demostraron que las mujeres
osteoporéticas/osteopénicas exhiben una gran frecuencia de pérdida en altura
del hueso alveolar y relativa pérdida de densidad 6sea crestal y subcrestal en
relacion con mujeres con densidad de masa Osea normal.
Estos datos sugieren que la osteoporosis u osteopenia es un factor de riesgo
para la pérdida de densidad ésea alveolar en las mujeres post-menopausicas
con antecedentes de periodontitis (Payne y cols., 1999).

Birkenfeld y cols., demostraron una correlacion positiva entre la masa
Osea sistémica y la osteoporosis sistémica con la reabsorcion del hueso
alveolar (Birkenfeld y cols., 1999).

Reinhardt y cols., estudiaron un grupo de 59 pacientes mujeres con
diagnéstico de periodontitis moderada / avanzada y 16 sujetos controles sanos,
dentro de cinco afios después de la menopausia. Al inicio del estudio los
sujetos fueron estratificados en base a los niveles séricos de estradiol. La
pérdida de insercion se evalué durante un periodo de dos afios y se
correlacion6 con la DMO vy los niveles séricos de estradiol. Los niveles de
estradiol en suero no influyeron en el porcentaje de los sitios que perdieron
insercion, ya sea para los grupos con periodontitis como los sanos. El grupo
con deficiencia de estradiol tenia una tendencia hacia una mayor frecuencia de
sitios con pérdida de insercidbn mayor o igual a 2 mm (Reinhardt y cols., 1999).

En otro estudio focalizado en una poblacion de 70 mujeres caucésicas
post-menopausicas de 51 a 78 afios de edad, se evaluo la densidad mineral
Osea sistémica (mediante DEXA) conjuntamente con la pérdida de insercion y
la pérdida 6sea alveolar interproximal, que representaban la severidad de la

enfermedad periodontal. Los resultados encontrados demuestran una
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significativa correlacion entre la pérdida Osea alveolar y la densidad Osea
sistémica ademas de una tendencia a la correlacion entre los niveles de
insercion y la densidad 6sea mineral (Tezal y cols., 2000).

Ronderos y cols., estudiaron la correlacion de la altura del hueso
alveolar y la densidad mineral 6sea, los resultados mostraron que los pacientes
con osteopenia y osteoporosis presentan mayor incidencia de enfermedad
periodontal y sugirieron que la periodontitis se asocié con disminucion de la
densidad mineral ésea en la region coxofemoral (Ronderos y cols., 2000).

Inagaki y cols., observaron que la pérdida de densidad mineral 6sea
metacarpal estd asociada con la periodontitis en las mujeres japonesas y con
la pérdida de dientes después de la menopausia (Inagaki y cols., 2001).

Por otro lado, Lundstdérm y cols., en un estudio realizado en mujeres de
70 afios de edad, 15 sujetos con osteoporosis se compararon con 21 sujetos
con DMO normal, mostraron que no existe ninguna diferencia estadisticamente
significativa en el sangrado gingival, profundidad de sondaje, recesion gingival
y el nivel 6seo marginal entre las mujeres con osteoporosis y las mujeres con
densidad mineral 6sea normal (Lundstérm y cols., 2001).

Yoshihara y cols., sugiere que existe una relacion significativa entre la
enfermedad periodontal y la densidad mineral ésea sistémica (Yoshihara y
cols., 2004).

Numerosos de estos estudios en el afan de establecer relaciones entre
la osteoporosis y la enfermedad periodontal, han asociado la baja densidad
mineral 6sea mandibular con una mayor pérdida de piezas dentarias, pero
cabe destacar que a menudo se desconoce la razén por la cual se ha perdido
un elemento dentario de manera que seria posible establecer asociaciones
erréneas. Por lo tanto,no es posible utilizar la variable de pérdida de
elementos dentarios como medicién de la magnitud de destruccién periodontal
en el analisis de la relacion entre la osteoporosis y la enfermedad periodontal
(Nafiez y Grendn, 2006).

Por otro lado, cabe destacar que los estudios transversales tienen
limitaciones. No hay informacion acerca de las enfermedades estudiadas
antes del examen. Aunque tanto la osteoporosis y periodontitis son
enfermedades crénicas, es incorrecto suponer que estas enfermedades
podrian haber estado presentes antes del examen, por lo tanto, para evaluar
mejor esta relacion, se han realizado estudios longitudinales prospectivos.

El estudio de Women's Health Initiative en la Universidad de Alabama

en Birmingham fue disefiado para determinar si existe una asociacién entre la
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osteoporosis sistémica y la pérdida 6sea oral. Se incluyeron 58 mujeres post-
menopausicas. La densidad 0sea de la cadera se confirmé con DEXA al inicio
del estudio y permitid clasificar a los sujetos en 2 grupos: con y sin
osteoporosis. Los sujetos también fueron estratificados sobre la base de la
pérdida 6sea alveolar como una medida de la condicion de la enfermedad
periodontal al inicio del estudio. Un sujeto se consider6 que padecia
periodontitis cuando se midié una disminucién de 3 mm o mas de la altura del
hueso alveolar al inicio del estudio. Se vincularon los antecedentes y
examenes médicos completos con los resultados de los examenes orales y las
radiografias intraorales digitales. Se tomaron radiografias de aleta de mordida
vertical estandarizadas al inicio del estudio y a los tres afos siguientes. La
altura del hueso alveolar se midi6 utilizando el software Periovision. Las
mediciones se realizaron en los sitios mesiales y distales de los dientes
posteriores. Los sujetos con enfermedad periodontal al inicio del estudio
mostraron mayores cantidades de pérdida 6sea alveolar que los sujetos sin
enfermedad periodontal. La mayor cantidad de pérdida 6sea alveolar se
encontr6 en el grupo de sujetos que padecian enfermedad periodontal y
osteoporosis. Esto indicaria que la osteoporosis o la baja densidad 6sea
sistémica pueden considerarse como un factor de riesgo para la progresion de
la enfermedad periodontal (Geurs y cols., 2003).

Por otro lado, considerando otra linea de investigacion, datos
presentados por unos estudios (Liang y cols. 2008; Shu y cols., 2008) sugieren
que el estrégeno desempefia un papel importante ejerciendo efectos
antirresortivos en hueso alveolar, al menos en parte, mediante el aumento de
la expresion de los niveles de OPG frente a la expresion de RANKL en las
células del ligamento periodontal (Liang y cols., 2008; Shu y cols., 2008).
Mientras que Srivastava y cols., demostraron que el estrégeno reprime la
formacion de osteoclastos a partir de la disminucion de la capacidad de
respuesta de los precursores osteoclasticos al RANKL (Srivastava y cols.,
2011). Si bien diversas investigaciones han reportado que la pérdida de
sustancia 6sea en los maxilares es el reflejo que lo mismo estéa sucediendo en
otros huesos del cuerpo los resultados no fueron del todo concluyentes; y
algunos demostraron ser contradictorios.

Considerando que ambas enfermedades tienen como denominador
comun el remodelado 6seo anormal que condiciona una pérdida de masa
0sea, y en éste se encuentra involucrado el sistema RANK-RANKL-OPG; se

decidié estudiar ambas patologias desde el analisis de estas citoquinas.

Od. Maria Eugenia Verde



Objetivo general:

u Evaluar la relacion entre RANKL/OPG y sus variaciones en
fluido gingival en pacientes mujeres  post-menopausicas con

osteoporosis/osteopenia y enfermedad periodontal.

Objetivos especificos:

] Evaluar los niveles de concentracion de RANKL, OPG en fluido
gingival en pacientes mujeres post-menopausicas que padecen enfermedad
periodontal y osteoporosis/osteopenia.

] Evaluar el efecto que ejerce el consumo de bifosfonatos en los
niveles de concentracién de RANKL, OPG vy la relacion RANKL/OPG.

] Evaluar la asociacién entre los niveles de concentracion de
RANKL, OPG y su relacion RANKL/OPG sobre los parametros clinicos (edad,
nivel de insercién clinica, profundidad de sondaje, registro de placa bacteriana
y registro de hemorragia)

[ | Evaluar la asociacion de los niveles de la relacion RANKL/OPG

sobre el nivel de insercion clinica como indicador de riesgo periodontal.
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Materiales y Métodos

“Usa el método cientifico: probando
varias veces, llegaras a la verdad.”

Marco Tulio Cicerén
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7. Seleccidén de pacientes

Se estudiaron 81 sitios periodontales activos procedentes de 31
pacientes mujeres post-menopausicas con edades comprendidas entre 45-70
aflos de edad con periodontitis cronica derivadas del consultorio de dia del
Departamento de Ginecologia del Hospital Universitario de Maternidad vy
Neonatologia. La metodologia para la incorporacion de los pacientes fue la
siguiente:

1. Admisién: en ese momento se confecciond la historia clinica y se
firmé el consentimiento informado el cual ha sido avalado y aprobado
previamente por el Comité de Bioética del Hospital Universitario de Maternidad
y Neonatologia (asignandole como n° de Repis: 001) donde se llevo a cabo el
reclutamiento de los pacientes.

2. Obtencion de la muestra de fluido gingival.

3. Confeccién de la ficha periodontal

4. Diagndstico de enfermedad periodontal, posteriormente se realizo la
orientacion terapéutica y derivacion de la paciente al consultorio externo de la
Catedra “A” de Periodoncia — Facultad de Odontologia- UNC para recibir la

atencion adecuada a la patologia que presente.

7.1 Criterios de inclusién

Se establecieron como criterios de inclusion para esta investigacion:

. Pacientes mujeres post-menopausicas entre 45-70 afios de
edad (teniendo en consideracion el estatus hormonal) con y sin consumo de
bifosfonatos (risedronato o ibandronato 150mg 1 comprimido por mes, por un
periodo mayor a los 3 meses del inicio de tratamiento) y que no se encuentren
consumiendo ningun otro medicamento, excepto calcio.

. Pacientes eutiroideas.

] Pacientes con enfermedad periodontal en 5 0 més sitios, con un
registro de profundidad de sondaje con un minimo de 3 mm y un minimo de
pérdida de insercion de 1 mm.

o Pacientes con Absorciometria de Rayos X de Energia Dual
(DEXA).

Od. Maria Eugenia Verde



7.2 Criterios de exclusion

. Pacientes con condiciones médicas agudas o crénicas.

. Pacientes periodontalmente sanas.

. Pacientes con antecedentes de periodontitis agresivas.

. Pacientes que recibieron tratamiento terapéutico con antibiéticos

o antiinflamatorios o glucorticoides durante un periodo de 6 meses previos al

inicio del estudio.
. Pacientes que recibieron tratamiento periodontal durante un

periodo de 6 meses previos al inicio de la investigacion.

. Pacientes fumadoras

Grupos (todas con enfermedad periodontal) |€— Muestras de sitios periodontalmente activos

A 4

Estudio (osteopenia/osteoporosis) n= 66 Control n=15
Sin tratamiento n=11 Con tratamiento n=55
\ 4 \4 \ 4
5 pacientes 12 pacientes 14 pacientes

Observaciones: grupo estudio (n= muestras de fluido gingival de sitios

periodontalmente activos obtenidos de pacientes con osteoporosis/osteopenia
y enfermedad periodontal) con/sin tratamiento con bifosfonatos; grupo control
(n= muestras de fluido gingival de sitios periodontalmente activos obtenidos de

pacientes con condicion 6sea sistémica normal y enfermedad periodontal)

|
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8. Diagnoéstico de la patologia 6sea sistémica

La Absorciometria de Rayos X de Energia Dual (DEXA) puede
diagnosticar una osteoporosis densitométrica, no la osteoporosis como
enfermedad sistémica establecida. En 1994 la OMS publicé los criterios para la
clasificacion de la osteoporosis basados en la medicion de la densidad mineral
6sea (DMO). Estos criterios se han utilizado ampliamente para fijar el umbral a
partir del cual diagnosticar y tratar la osteoporosis/osteopenia, sin tener en
cuenta que, en realidad, se establecieron para la realizacion de estudios
epidemioldgicos y de investigacion. Esto ha derivado en una confusion
terminoldgica entre osteoporosis “densitométrica” (DMO < -2,5 DE, clasificada
como osteoporosis segun el criterio de la OMS), que es un factor de riesgo de
futuras fracturas y osteoporosis como enfermedad clinica, que es el proceso
que predispone a la aparicién de fracturas. En realidad la DMO baja es un
factor de riesgo de fracturas, no un criterio diagnéstico de osteoporosis como
enfermedad establecida, la relacion entre la DMO y el riesgo de fracturas
depende de la edad.

DEXA es el método para evaluar el contenido mineral de todo el
esqueleto, asi como de lugares especificos, incluidos los mas vulnerables a las
fracturas (Genant y cols., 1996). El término "contenido mineral del hueso"
describe la cantidad de mineral escaneado en un sitio especifico del hueso, en
la que un valor de la DMO se puede derivar dividiendo el contenido mineral del
hueso por el area o el volumen medido.

De las muchas técnicas desarrolladas para evaluar la masa Osea,
contenido mineral 6éseo u otros aspectos relacionados con la masa o la
estructura del esqueleto, la técnica mas desarrollada y bien validada
biolégicamente es la DEXA. Esta técnica es utilizada para el diagndstico-
pronostico de la osteoporosis y seguimiento de la historia natural de la
enfermedad, como asi también para evaluar la respuesta al tratamiento.

La masa 6sea y la densidad se mantienen relativamente constantes
una vez que haya finalizado el crecimiento, hasta aproximadamente los 50
afios de edad en las mujeres y 65 afios en los hombres (Bonjour y Rizzoli,
1996). Los valores individuales de la densidad 6sea se expresan en relacion a
una poblacién de referencia en unidades de desviacion estandar, esto reduce
los efectos de las diferencias en la calibracién entre los instrumentos. Unidades
de desviacién estandar utilizadas en relacion a la poblacion joven y sana se

[laman T-score.
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Un Grupo de Estudio de la World Health Organization (WHO) sobre la
base de mediciones por DEXA propuso las siguientes categorias generales de
diagnostico para mujeres (WHO, 1994):

* Normal. Un valor de DMO dentro de 1 desviacion estandar de la
referencia media de los jovenes adultos (T-score = -1).

* Masa 6sea baja (Osteopenia). Un valor de DMO de més de 1
desviacion estandar por debajo de la media de un joven adulto, pero menos de
2 desviaciones estandar por debajo de este valor (T -score < -1y > -2,5).

» Osteoporosis. Un valor de DMO 2.5 desviaciones estandar o mas por
debajo de la media de un joven adulto (T-score < -2,5).

*» Osteoporosis severa (Osteoporosis establecida). Un valor de DMO 2.5
desviaciones estandar o mas por debajo de la media de un adulto en presencia
de una o mas fracturas por fragilidad.

Las técnicas estandares DEXA utilizan una proyeccibn en dos
dimensiones por lo tanto miden la densidad mas superficial (g/cm2) y no
(g/cm3). Por lo tanto, el tamafio del hueso afecta la densidad aparente ya que
la relacion entre el &rea y el volumen es no lineal. Las inexactitudes
sistematicas con DEXA se producen particularmente en la columna vertebral
ya que las vértebras son irregulares en forma y aparente densidad, y el
contenido mineral dependera, en parte, en el algoritmo utilizado para la
deteccion de bordes. Este error sistemético en la medicién de la DMO cuando
se utilizan diferentes maquinas puede ser parcialmente evitado usando el T-
score (WHO, 2000).

El Z-score se utiliza a menudo para conseguir una mejor interpretacion
de los resultados. Z representa diferencia de la medida de la densidad mineral
6sea de acuerdo a la poblacién apropiada en unidades de desviacion estandar.
La puntuacién Z se relaciona con la raza, edad y sexo de la misma poblacion.

Por lo anteriormente expresado, DEXA fue el método utilizado para

evaluar la densidad mineral y determinar la condicién 0sea sistémica.
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9. Diagndstico periodontal

Este se realizé mediante registros clinicos dicotdbmicos de hemorragia
(RH) y de placa bacteriana o biofilm (RPB), profundidad de sondaje (PS) y
nivel de insercion clinica (NIC) expresados en mm. Las piezas dentarias fueron
examinadas en seis sitios por elemento dentario utilizando una sonda tipo
Marquis (mesiobucal, bucal, distobucal, linguobucal, lingual, distolingual) para
los registros de NIC y PS y en cuatro sitios (mesial, vestibular, distal y lingual)
para los registros de RH y RPB. Ademas se realizaron estudios radiograficos
para confirmar diagndstico clinico periodontal y descartar otras patologias.

Todos los registros fueron realizados por el mismo investigador.

Se consider6é como:
Pacientes con enfermedad periodontal: 1 o + sitios con PS <4 mm y
NIC <4 mm. Academia Americana de Periodoncia (AAP, 2000).

Sitios enfermos (o periodontalmente activos): sitios con hemorragia (+)

Lang y cols. (1986), opinan que los sitios que sangran repetidamente
estan sometidos a un alto riesgo de futuras pérdidas de insercion (Lang y cols.,
1986). Pese a la baja sensibilidad de este parametro clinico para identificar la
progresion de la enfermedad periodontal, Lang y cols. (1990) observaron que
en un grupo de pacientes monitorizados por un periodo de dos afios y medio,
tras recibir tratamiento periodontal, los sitios que no sangraron durante las
reevaluaciones permanecian estables, concluyendo que la ausencia de
hemorragia al sondaje se present6 como un parametro bastante especifico.
Asi, la hemorragia después de un suave sondeo representa un parametro
objetivo de inflamacion y ha sido incorporado en los diversos sistemas de
indexacion para la evaluacion de las condiciones periodontales, dado que los

sitios saludables no sangran (Lang y cols., 1990).
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Profundidad de sondaje (PS)

Se considera profundidad de bolsa a la distancia del margen gingival al
fondo de la bolsa, se mide por medio de una sonda graduada en milimetros
(Lang y cols. 2003).

Nivel de insercién clinica (NIC)

Es la distancia desde el limite cemento-adamantino hasta el fondo de la
bolsa se mide con una sonda graduada en milimetros. Nos indica los

milimetros perdidos de insercion periodontal (Lang y cols. 2003).

Ficha Periodontal

18 17 16 15 14 13 12 11 21 22 23 24 25 26 27 28

Registro
% | Placa
Bacteriana
o, | Registro
Hemorragia
M PS. Profundidac
de sondaje
Vv Nivel de
Insercion
b N.I.C.| Clinica
M PS.
P
D N.I.C.

1 1 1§ F 1 1 [ § 1 1 [ | | [Diagostico*

Imagen 1. Ficha periodontal en la cual se asentaron los registros de PS,

NIC, RH y RPB de cada sujeto evaluado.

El nivel de insercién clinica se considera una medida mas precisa que
la profundidad de sondaje, éste es aceptado como el estdndar de oro para la
gravedad de la enfermedad y la progresion. Sin embargo, el uso del nivel de

insercion clinica por si solo podria incluir erroneamente algunos sitios

|
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periodontalmente sanos, porque la pérdida de insercion puede acompafarse
de una recesion gingival no inflamatoria.

Debe sefalarse que las mediciones de la profundidad del sondaje,
siempre que no se usen como el criterio principal para establecer la gravedad
de la periodontitis, son una pieza util de informacién, porque el margen gingival
no es un punto de referencia fijo desde el que se puede medir. EI margen
gingival puede, con el tiempo, desplazarse apical o coronalmente con respecto
a la linea amelocementaria y, por lo tanto, no es un buen punto de referencia
para valorar los cambios longitudinales de la insercién clinica. Sin embargo, la
profundidad del sondaje tiene gran importancia porque proporciona una
valoracién atil de la localizacion y el tamafio del principal habitat (bolsas
periodontales) de las bacterias subgingivales.

El uso de profundidad de sondaje solo probablemente resultaria en una
subestimacién de la prevalencia, especialmente en las personas mayores. La
profundidad de sondaje y el nivel de insercién clinica son medidas equivalentes
de la periodontitis en edades mas jévenes. Después de la mediana edad, el
nivel de insercién clinica sigue avanzando, sin embargo, la profundidad de
sondaje ralentiza debido a la recesion gingival, y ya no tiene una alta
correlacion con el nivel de insercion.

Por otro lado, aunque en una periodontitis de mayor severidad los
parametros clinicos de profundidad de sondaje y nivel de insercion clinica son
mayores, esto asociado a una mayor historia de pérdida de hueso alveolar
acumulada, no necesariamente significa que un individuo con periodontitis
severa esté sufriendo un mayor proceso de activa destruccion Osea en
comparacion a uno con severidad de enfermedad menor, en un momento
determinado. Uno de los modelos clinicos actualmente mas aceptado que
explica la historia natural de la periodontitis la define como una enfermedad
sitio-especifica de progresion episddica. Esto es, que la pérdida de hueso
alveolar asociada a la infeccion no sigue un curso lineal de destruccion, sino
gue, responde a un proceso ciclico de episodios cortos, Unicos o mdultiples, de
activa destruccion del tejido periodontal, seguido de largos periodos de latencia
en los que no hay evidencia de destruccibn e incluso puede existir
regeneracion de los tejidos perdidos (Becker y cols., 1979; Haffajee y cols.,
1983; Lindhe y cols., 1983; Goodson y cols., 1982). Durante los periodos de
progresion de la enfermedad, la liberacion de mediadores inflamatorios
aumenta en todas las zonas de la boca del paciente, tanto estables como

progresivas. Ademds, las zonas clinicamente sanas en pacientes con
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enfermedad progresiva son, probablemente, diferentes de las zonas sanas de
pacientes sanos, que albergan diferente placa microbiana (Ximénez-Fyvie y
cols., 2000) y exhiben una respuesta del huésped distinta (Tanner y cols.,
1996). Aunque la enfermedad progresa de forma diferente en cada zona a
causa de sus caracteristicas especificas (Tanner y cols., 1996), la respuesta
del huésped es mas global y sigue el mismo patrén en todas las zonas del
interior de la boca de cada individuo. Esto fue confirmado por Figueredo y cols.
(Figueredo y cols., 1999), quienes constataron que los niveles de interleuquina
1 en el fluido gingival aumentaban en las muestras de pacientes con
periodontitis, independientemente de la gravedad de la enfermedad en la zona
de muestreo.

Estas observaciones proporcionan un fuerte argumento para el uso de
ambos registros, profundidad de sondaje y nivel de insercién clinica, en la
determinacion de las condiciones periodontales (Beck, 1992) y de la influencia

de las citoquinas en este proceso.
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10. Toma de muestras

El fluido gingival (FG), transudado proveniente de los vasos del plexo
crevicular, es una puerta de entrada para la enfermedad periodontal. Se
compone de sustancias derivadas del suero, leucocitos, bacterias, células
epiteliales activadas, células de tejido conectivo y células 0seas; la destruccion
del tejido durante la inflamacién periodontal da como resultado la produccién
de fragmentos de tejido y la liberacién de factores de crecimiento procedentes
de los depdsitos tisulares (Brill y Krasse 1958). Todas estas sustancias reflejan
el proceso de enfermedad periodontal, y existe la posibilidad de utilizarlas
como indicadores de la patologia periodontal. La obtencion del fluido gingival
es un procedimiento minimamente invasivo y el analisis de los constituyentes
especificos del fluido gingival proporciona un indicador bioquimico cuantitativo
para la evaluacién del metabolismo celular local que refleja el estado de salud
periodontal de cada persona (Champagne y cols., 2004).

La pérdida de insercidn periodontal episddica puede estar asociada con
variaciones en la poblacion de células inflamatorias supracrestales donde se
observan un mayor nimero de mastocitos, monocitos/macréfagos y células
plasmaticas en sitios activos en comparacion con los inactivos (Zappa y cols.,
1990). La presencia de RANKL en fluido gingival en sitios con pérdidas
episddicas de tejido conectivo implica un posible papel en los mecanismos de
destruccién de los tejidos asociada con la periodontitis (Vernal y cols., 2004).
Los resultados de un estudio realizado por Vernal y cols. mostraron que los
sitios periodontales activos presentan significativamente mayores niveles de
RANKL en comparacion a los sitios inactivos (Vernal y cols., 2005). Por este
motivo, la toma de la muestra en esta investigaciobn se realiz6 de sitios
periodontalmente activos.

La toma de la muestra de fluido gingival se efectu6 mediante paper-
strips (Periopaper, Oraflow INC, NY) realizando 2 determinaciones por
paciente correspondiente a cada citoquina (RANKL y OPG). Previo a la
recoleccion de la muestra, se removié cuidadosamente la placa supragingival,
sin tocar la encia, para reducir al minimo la contaminacion de las muestras.
Los elementos dentarios se lavaron con agua, con mucha suavidad, y los sitios
de estudio se aislaron con rollos de algodén y fueron secados suavemente con

la jeringa de aire.
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De cada muestra se determind la concentracion de RANKL y OPG
mediante el Test de ELISA (Kinpara y cols., 2000). De estas citoquinas
actualmente se desconocen los rangos normales por lo cual se buscan
desbalances en la relacion RANKL/OPG. Las muestras fueron conservadas a
-80°C.
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11. Recoleccion de fluido gingival

Con los conocimientos generales sobre la técnica de ELISA se decidio
experimentar con distintos instrumentos para la obtencién de la muestra. Se
realizaron pruebas con microcapilares, que miden hasta 10 microlitros, papeles
de filtro, micropipetas-microtips y periopapers. Se efectuaron numerosas
experiencias con cada uno de los distintos materiales seleccionados, para ello
se empleé una citoquina (Interleuquina-1 -IL1- de rat6n) y conociendo
previamente las concentraciones de cada muestra se intenté evaluar la
efectividad del método utilizado con la curva testigo. Esta experiencia
determiné que la utilizacién de periopapers es el método mas eficaz para la
obtencion de fluido gingival.

Los métodos de recoleccion mediante tiras de papel pueden dividirse
en dos grandes grupos: las técnicas intracreviculares y las extracreviculares.
En las primeras, la tira se introduce en el interior del surco gingival, mientras
gue en las segundas se coloca encima de la region gingival para intentar
minimizar el traumatismo. Las técnicas intracreviculares son las mas utilizadas
y pueden subdividirse segun si la tira se inserta justo en la entrada del surco o
bolsa periodontal (Brill, 1962) o se introduce hasta la base de la bolsa o «hasta
percibir una minima resistencia» (Loe y Holm-Pedersen, 1965), siendo esta
dltima la utilizada en esta investigacion.

La recoleccion de fluido gingival (FG) se realizé mediante tiras de papel.

Se analizaron: 81 muestras de FG de sitios periodontalmente activos
obtenidas de 31 pacientes con osteopenia/osteoporosis (55 muestras
procedentes de 12 pacientes bajo tratamiento con bifosfonatos y 11 muestras
procedentes de 5 pacientes sin tratamiento) y 15 muestras de FG de sitios
periodontalmente activos obtenidas a partir de 14 pacientes controles con
condicion ésea normal.

Después de la recoleccion del FG, las tiras se colocaron en Eppendorf y
las muestras se almacenaron a -80 ° C antes del analisis de laboratorio.

Los papeles de filtro de cada participante fueron agrupados, y el fluido
gingival fue extraido y el contenido de RANKL y OPG fue analizado. FG fue
extraido de los papeles de filtro mediante un buffer (50mM buffer fosfato, pH
7.2, conteniendo un inhibidor de proteasas), y se recogi6 luego de la

centrifugacion a 15000 g a 4°C durante 10 minutos (Imagen 2).
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Imagen 2. Proceso de obtencion y andlisis de las muetras
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12. Cuantificacion de OPG y RANKL

Un ensayo de ELISA comercial se utilizé para determinar la
concentracion de RANKL (Antigenix America, NY) y de OPG (Antigenix
America, NY), siguiendo las instrucciones de los fabricantes. Brevemente,
placas de 96 reservorios cubiertas con anti-human RANKL o anti-OPG fueron
incubadas con una dilucion del fluido crevicular durante toda la noche a 4°C y
luego de los lavados adecuados se incub6 con otro anticuerpo policlonal
marcado con biotina anti-human RANKL u OPG que reconoce epitopes
diferentes al anticuerpo de captura biotinilado. La reaccion fue revelada con el
agregado de estreptavidina unida a peroxidasa la cual fue visualizada con el
agregado de un reactivo de color que cambia en presencia de la enzima (3,3'-
5,5'tetrametilbenzidina, TMB). La reaccion fue frenada, antes que los blancos
tomaran color, con el agregado de acido sulfarico y leida en un
espectrofotometro a 450 nm. Para determinar la concentracion, la densidad
Optica de las muestras fue referida a las curvas realizadas con RANKL u OPG
de referencias de concentracion conocida.

Una vez realizado el andlisis, las muestras se descartaron, a través de
los servicios de residuos patégenos de la Facultad de Ciencias Quimicas —
UNC.

*
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Imagen 3. Esquema realizacion del Test Elisa sandwich
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13. Analisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacion estandar.

Se empleé para evaluar la distribucion de los datos el Test D'Agostino-
Pearson para determinar si los datos correspondian a una distribucién normal.
Los valores obtenidos de las citoquinas (RANKL y OPG) y su relacién
(RANKL/OPG) fueron comparados usando t Test Mann-Whitney U. El Analisis
de correlacion de Spearman y el estadistico de Regresion lineal se utilizd para
determinar la relacidon entre las variables analizadas mediante el programa
GraphPad Software. Se consideré como valor estadisticamente significativo p
<0.05.
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Resultados

“Existe un principio que se resiste a toda informacion, que
se resiste a toda investigacion, que nunca

deja de mantener al hombre en una ignorancia

perenne. . . Es el principio de desestimar

lo que no se ha investigado.”

Herbert Spencer
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En el proceso de envejecimiento de la mujer se dan una serie de
circunstancias fisiolégicas que determinan cambios degenerativos en varias
localizaciones del cuerpo. Entre estas alteraciones se encuentra la
osteoporosis que, como consecuencia, puede provocar la aparicion de
fracturas patologicas con el consiguiente deterioro de la calidad de vida y
desarrollo de complicaciones asociadas.

Tanto la periodontitis y la osteoporosis representan los principales
problemas de salud, especialmente en las mujeres de edad avanzada. La
relacién entre las dos enfermedades y la pérdida de hueso oral es importante
considerando el impacto que tiene en la salud publica la prevenciéon de estos
trastornos.

Actualmente esta aceptado que la enfermedad periodontal es, en lo que
respecta a su etiopatogenia, una enfermedad multifactorial causada por
microorganismos. La destruccion de los tejidos periodontales que conlleva
depende tanto de las bacterias del biofilm y de sus productos como de la
respuesta defensiva del huésped.

Diversos autores han planteado la posibilidad de que la osteoporosis
favorezca la evoluciébn de la enfermedad periodontal, ya que su curso
transcurre con la destrucciéon del hueso alveolar y, en una estructura 6sea que
se encuentra con una resistencia disminuida, la progresion podria ser mas
rapida y agresiva que en aquellas personas que presentan un hueso sano. No
obstante, los resultados obtenidos en estas investigaciones fueron
contradictorios y poco concluyentes.

En este estudio transversal se tuvo como objetivo investigar la posible
asociacion entre la osteoporosis/osteopenia y la enfermedad periodontal en
mujeres postmenopdausicas evaluando los niveles de RANKL, OPG y su
relacion RANKL/OPG.
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Andlisis de las caracteristicas clinicas entre el grupo de estudio

y grupo control

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con
osteoporosis/osteopenia y de los individuos con condicion 6sea normal, ambos
grupos con enfermedad periodontal, incluidos en este estudio se muestran en
la Tabla 1. En el grupo estudio fueron estudiados 66 sitios periodontalmente
activos provenientes de 17 pacientes mujeres post-menopausicas con
osteoporosis/osteopenia y enfermedad periodontal con un rango de edad
56,21+8,864. Mientras que en el grupo control se analizaron 15 sitios
periodontalmente activos de 14 mujeres post-menopausicas con condicion
G6sea sistémica normal y enfermedad periodontal, con un rango de edad
53,07+3,770. Siendo en el caso de los registros clinicos como: PS y NIC un
promedio de los sitios activos medidos, mientras que el RH y RPB es un
promedio de toda la cavidad bucal.

No se observaron diferencias significativas en las caracteristicas
clinicas (edad, profundidad de sondaje, nivel de insercion clinica, registro de
placa bacteriana y registro de hemorragia) entre ambos grupos.

Tabla 1
Caracteristicas clinicas de los individuos estudiados (promedio + DS)
Caracteristicas Control Osteoporosis/osteopenia p valor

clinicas (n=15) (n= 66)

Edad (afios) 53,07 £ 3,770 56,21 + 8,864 0,1835
PS (mm sitio) 3,267 £ 1,163 3,288+ 1,134 0,9482
NIC (mm sitio) 3,333 + 1,447 3,030 +1,301 0,4273
RPB (%) 54,54 + 24,72 62,31 + 35,17 0,4206
RH (%) 58,71 + 26,14 67,11 + 29,18 0,3086

Test-T p<0.05
Edad (afios). PS: Profundidad de sondaje. NIC: Nivel de insercién clinica. RPB: Registro de

placa bacteriana. RH: Registro de hemorragia al sondaje.

Od. Maria Eugenia Verde 79




Relacion entre los niveles de RANKL y OPG en fluido gingival en pacientes

mujeres post-menopausicas que padecen enfermedad periodontal y

osteoporosis/osteopenia con consumo de bifosfonatos.

Los bifosfonatos han demostrado inhibir la progresion de la
osteoporosis resultado de la reduccion de la pérdida 6sea. Los mismos se han
caracterizado por ser moduladores de la funcibn osteoclastica y el
metabolismo 6seo (Tenenbaum y cols., 2002).

Debido a lo antes mencionado, se decidi6 observar en un primer
momento si existian cambios significativos entre el grupo control (pacientes
con condicion ésea sistémica normal) y el grupo con osteoporosis/osteopenia
bajo tratamiento con bifosfonatos, ambos grupos con enfermedad periodontal.

En este estudio se observaron elevados niveles de RANKL en fluido
gingival de 55 sitios periodontalmente activos obtenidos de 12 sujetos con
osteoporosis/osteopenia bajo tratamiento con bifosfonatos y enfermedad
periodontal, en relacibn con el grupo control (15 sitios periodontalmente
activos obtenidos de 14 sujetos con condicibn 6sea normal y enfermedad
periodontal) p<0.01, cuyos valores fueron 26,81+18,66 y 9,133+10,20 pg/ml
respectivamente (Fig. R1). RANKL se detecto en el fluido gingival de todos los
sitios periodontalmente activos del grupo osteoporosis/osteopenia bajo
tratamiento con bifosfonatos y enfermedad periodontal, sin embargo sélo se
detect6 en quince de las veinte muestras obtenidas del grupo control —sujetos
con condicion 6sea normal y enfermedad periodontal-.

A diferencia de RANKL, OPG se detect6 en todas las muestras de
fluido gingival (Fig. R2). Los niveles de OPG fueron menores en el grupo con
osteoporosis/osteopenia bajo tratamiento con bifosnonatos y enfermedad
periodontal (0,04587+0,01666 pg/ml) comparado a los niveles observados en
los sujetos control, sujetos con condicibn Osea normal y enfermedad
periodontal, (0,3470+0,5687 pg/ml) p<0.01 (Fig. R2).

También se calculd la relacion RANKL/OPG. El grupo control —sujetos
con condicion 6sea normal y enfermedad periodontal- exhibié una relacion
RANKL/OPG, que fue de 208,9+ 171,8 pg/ml (Fig. R3). Sin embargo, esta
relacion fue mayor vy estadisticamente significativa en el grupo
osteoporosis/osteopenia bajo tratamiento con bifosfonatos y enfermedad
periodontal (693,5+ 561,3 pg/ml) p<0.01 (Fig. R3).
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Fig. R1. Distribucion de los niveles de Ligando del Receptor activador del NF-kB
(RANKL) en fluido gingival (FG) de sitios periodontalmente activos de sujetos control
(n=15) y con patologia 6sea con tratamiento con bifosfonatos -CT- (n=55). Los valores
individuales representan la concentracion en FG de RANKL [RANKL total (pg)/(ml)] en
cada sujeto.
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Fig. R2. Distribucion de los niveles de Osteoprotegerina (OPG) en fluido gingival (FG)
de sitios periodontalmente activos de sujetos control (n=15) y con patologia 6sea con
tratamiento con bifosfonatos -CT- (n=55). Los valores individuales representan la
concentracidn en FG de OPG [OPG total (pg)/(ml)] en cada sujeto.

***(p<0,01)
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Fig. R3. Distribucién de los niveles de la relacion entre Ligando del Receptor activador
del NF-kB (RANKL)/Osteoprotegerina (OPG) en fluido gingival (FG) de sitios
periodontalmente activos de sujetos control (n=15) y con patologia dsea con
tratamiento con bifosfonatos -CT- (n=55). Los valores individuales representan los
valores en FG para la relacion RANKL/OPG [RANKL total (pg)/(ml)/OPG total
(pg)/(ml)] en cada sujeto.

Interesantemente se observd que el consumo de bifosfonatos
aparentemente no ejerceria ningun efecto en los niveles de RANKL, OPG y su
relacion. Por ello, fue necesario esclarecer la influencia de los bifosfonatos en
los niveles de las citoquinas evaluadas a través de la incorporacion de un
grupo de pacientes mujeres post-menopausicas que padecen enfermedad
periodontal y conjuntamente osteoporosis/osteopenia sin tratamiento con

bifosfonatos ni ninguna otra droga.
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Andlisis de los niveles de RANKL, OPG y el cociente RANKL/OPG en fluido
gingival en pacientes mujeres post-menopausicas que padecen enfermedad

periodontal y osteoporosis/osteopenia respecto al consumo de bifosfonatos.

Los sitios periodontalmente activos obtenidos de sujetos con
osteoporosis/osteopenia bajo tratamiento con bifosfonatos y enfermedad
periodontal (n=55) no mostraron diferencias estadisticamente significativas en
los niveles de RANKL en relacién con el grupo con osteoporosis/osteopenia
sin tratamiento con bifosfonatos y enfermedad periodontal (n=11), p= 0,8758,
cuyos valores fueron 26,81+ 18,66 y 27,78+19,50 pg/ml respectivamente (Fig.
R4).

OPG mostré similar comportamiento que RANKL, se detecté que los
niveles de OPG entre los dos grupo (con y sin tratamiento con bifosfonatos) no
presentaron diferencias estadisticamente significativas, p= 0,6236, cuyos
valores fueron 0,04587+0,01666 pg/ml en los sujetos bajo tratamiento vy
0,04323+ 0,01343 pg/ml en los sujetos sin tratamiento (Fig. R5).

La relacion RANKL/OPG no fue diferente entre ambos grupos
p=0,9300. El grupo con tratamiento con bifosfonatos exhibié una relacion
RANKL/OPG, que fue de 693,5+ 561,3 pg/ml, mientras que el grupo sin
tratamiento con bifosfonatos 677,7+ 437,6 pg/ml (Fig. R6).
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CT: Con tratamiento con bifosfonatos. ST: Sin tratamiento

Fig. R4. Distribucion de los niveles de Ligando del Receptor activador del NF-kB
(RANKL) en fluido gingival (FG) de sitios periodontalmente activos de sujetos con
patologia ésea con tratamiento -CT- (n=55) y sin tratamiento -ST- (n=11). Los valores
individuales representan la concentracion en FG de RANKL [RANKL total (pg)/(ml)] en
cada sujeto.
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Fig. R5. Distribucion de los niveles de Osteoprotegerina (OPG) en fluido gingival (FG)
de sitios periodontalmente activos de sujetos con patologia dsea con tratamiento-CT-
(n=55) y sin tratamiento -ST- (n=11). Los valores individuales representan la
concentracion en FG de OPG [OPG total (pg)/(ml)] en cada sujeto.

25004

c

pe) ®

8 2000- o

Fut °, 0

© 1500- cone .

o o’ ng"

= 1000 °,®

2 —== =

X

<z( 5004 00000 8%% .=

[ fw. ..8 :
0 - T

& &

CT: Con tratamiento con bifosfonatos. ST: Sin tratamiento

Fig. R6. Distribucion de los niveles de Ligando del Receptor activador del NF-kB
(RANKL)/Osteoprotegerina(OPG) en fluido gingival (FG) de sitios periodontalmente
activos de sujetos con patologia ésea con tratamiento -CT- (n=55) y sin tratamiento
-ST- (n=11). Los valores individuales representan la concentracién en FG de la
relacion RANKL/OPG [RANKL total (pg)/(ml)/OPG total (pg)/(ml)] en cada sujeto.
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Andlisis de los niveles de concentracion de RANKL, OPG y su relacion
en fluido gingival de pacientes mujeres post-menopdausicas con

enfermedad periodontal y osteoporosis/osteopenia.

Al ser la osteoporosis una alteracion con caracteristicas comunes con la
enfermedad periodontal por su cronicidad, por afectar a personas de avanzada
edad, por provocar pérdida ésea, y ademas de que en ambas patologias esta
involucrado el sistema RANK-RANKL-OPG se ha planteado como objetivo:
evaluar la relacion entre los niveles de concentracion de RANKL, OPG y su
relacibn  RANKL/OPG en fluido gingival en pacientes mujeres post-
menopausicas con osteoporosis/osteopenia y enfermedad periodontal.

En este estudio, los sitios periodontalmente activos de sujetos estudio
(grupo con osteoporosis/osteopenia y enfermedad periodontal n=66)
demostraron elevados niveles de RANKL en relacién con el grupo control
(grupo con condicién 6sea sistémica normal y enfermedad periodontal n=15),
p<0.01, cuyos valores fueron 26,97£18,65 y 9,133t10,20 pg/ml
respectivamente (Fig. R7). RANKL se detecto en el fluido gingival de todos los
sitios periodontalmente activos del grupo osteoporosis/osteopenia, sin
embargo solo se detect6é en quince de las veinte muestras obtenidas del grupo
control.

A diferencia de RANKL, OPG se detect6 en todas las muestras de
fluido gingival (Fig. R8). Entre los dos grupos, los niveles de OPG fueron
menores en los sitios de sujetos con osteoporosis/osteopenia
(0,04543+0,01610 pg /ml) mientras que los valores fueron significativamente
mas elevados en los sitios de sujetos control (0,3470+£0,5687 pg/ml) p<0.01
(Fig. R8).

Por otro lado, el grupo control exhibié una relacion RANKL/OPG, que
fue de 208,9+171,8 pg/ml (Fig. R9). Sin embargo, esta relacion fue mayor y
estadisticamente  significativa en el grupo osteoporosis/osteopenia
(690,94539,7 pg/ml) p<0.01 (Fig. 9).
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Fig. R7. Distribuciéon de los niveles de Ligando del Receptor activador del NF-kB
(RANKL) en fluido gingival (FG) de sitios periodontalmente activos de sujetos control
(n=15) y con patologia 6sea (n=66). Los valores individuales representan la
concentracion en FG de RANKL [RANKL total (pg)/(ml)] en cada sujeto.
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Fig. R8. Distribucion de los niveles de Osteoprotegerina (OPG) en fluido gingival (FG)
de sitios periodontalmente activos de sujetos control (n=15) y con patologia dsea
(n=66). Los valores individuales representan la concentracién en FG de OPG [OPG
total (pg)/(ml)] en cada sujeto.

* % % (p <0,01)
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Fig. R9. Distribucién de los niveles de la relacion entre Ligando del Receptor activador
del NF-kB (RANKL)/Osteoprotegerina (OPG) en fluido gingival (FG) de sitios
periodontalmente activos de sujetos control (n=15) y con patologia ésea (n=66). Los
valores individuales representan los valores en FG para la relacion RANKL/OPG
[RANKL total (pg)/(ml)/OPG total (pg)/(ml)] en cada sujeto.

***(p<0,01)
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