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Resumen

La periodontitis es una de las enfermedades bucales de mayor prevalencia, el estudio de su pa-

togénesis ha avanzado mucho en los ultimos afios, sin embargo, los detalles de los mecanismos
involucrados en la reabsorcidon ésea no estan atun esclarecidos. RANK, RANKL y OPG son proteinas
que tienen un rol conocido en otras enfermedades del tejido 6seo, en este trabajo se reviso la evi-
dencia sobre su posible participacion en la patogenia de la enfermedad periodontal. Es necesaria

mas evidencia para conocer la relacion entre RANK, RANKL, OPG y la reabsorcion 6sea vinculada

a la periodontitis.
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Abstract

Periodontitis is one of the most prevalent oral di-
seases. The study of its pathogenesis has advan-
ced greatly in recent years. However, the details
of the mechanisms involved in bone resorption
are not clear yet. RANK, RANKL, and OPG are
proteins that have a known role in other bone tis-
sue diseases. This paper reviews the evidence on
their potential participation in the pathogenesis
of periodontal disease. More evidence is needed
to understand the relationship between RANK,
RANKIL, OPG, and bone resorption in periodon-

titis.

Resumo

A periodontite é uma das doengas bucais
mais prevalentes, o estudo de sua patogénese
avangou muito nos ultimos anos, porém, os
detalhes dos mecanismos envolvidos na re-
absor¢do 6ssea ainda nao estdo esclarecidos.
RANK, RANKL e OPG sao proteinas que pos-
suem papel conhecido em outras doencas do
tecido 6sseo, neste trabalho foram revisadas as
evidéncias de sua possivel participagao na pa-
togénese da doencga periodontal. Mais evidén-
cias sdo necessarias para entender a relacao
entre RANK, RANKL, OPG e reabsorcao 6ssea
associada a periodontite.

Keywords: periodontal disease, RANK,
RANKL, OPG.

Palavras-chave: doenca periodontal, RANK,
RANKL, OPG.

Introduccion

La enfermedad periodontal es una enfermedad
infecciosa, inflamatoria, inmunolégica y crénica
que responde a los antigenos periodontopaticos
y de naturaleza multifactorial. Resulta de la in-
teraccion compleja entre los microorganismos y
los mecanismos de defensa del hospedero y su
desarrollo puede ser modificado por la presen-
cia de factores ambientales (tabaco), condiciones
adquiridas (enfermedades sistémicas) y factores
genéticos .

Las caracteristicas clinicas primarias de la pe-
riodontitis incluyen: pérdida de insercidn clinica
(PIC), reabsorcion dsea (RO), formacién de bol-
sas periodontales (BP) e inflamacién gingival.
Ademas puede darse aumento o recesion gingi-
val, sangrado al sondaje, aumento de la movili-
dad, migracion o exfoliacion dentaria®.

El objetivo de este articulo es revisar la evidencia
disponible actualmente sobre el rol de las protei-
nas RANK, RANKL y OPG en la patogenia de la en-
fermedad periodontal, el esclarecimiento del rol

de las mismas podria eventualmente permitir el
desarrollo de nuevas terapéuticas que contribu-
yan al diagnoéstico precoz y un mejor tratamiento
y mantenimiento de los pacientes con esta pato-
logia.

Metodologia

Se realiz6 una busqueda bibliografica que abar-
c6 desde 1977 hasta el 2021 en bases de datos
Pubmed, Scielo, Medline, utilizando descriptores
como RANK, receptor del activador nuclear ka-
ppa-f3, RANKL, ligando del receptor del activador
nuclear kappa-8, OPG, osteoprotegerina, enfer-
medades periodontales, periodontitis, reabsor-
cion Osea.

Desarrollo

La respuesta inicial a la infeccidn bacteriana es la
reaccion inflamatoria que activa el sistema inmu-
nitario innato, la amplificaciéon de esta respuesta
resulta en la liberacién de una cascada de cito-
quinas y otros mediadores y la propagacion de
la inflamacién hacia los tejidos subyacentes ¢ %,
La falla en encapsular este frente inflamatorio a
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nivel gingival puede resultar en la expansion de
la respuesta hacia el hueso alveolar ¥, el proceso
inflamatorio lleva a la destruccién del tejido co-
nectivo y hueso alveolar, el cual es el signo cardi-
nal de la periodontitis ©.

Dentro de los avances en el conocimiento de
esta enfermedad, los mecanismos intrinsecos de
destruccidn titular y los factores genéticos que
tornan a un individuo susceptible siguen siendo
grandes incdgnitas.

La accion de RANKL puede ser bloqueada por su
antagonista, la Osteoprotegerina (OPG), la cual
es miembro de la superfamilia del FNT, con es-

tructura homdloga a RANK ©, Al unirse a RANKL,
la OPG previene su interaccién con RANK y por
lo tanto la cascada de eventos moleculares que
llevan a la diferenciacién de osteoclastos y reab-
sorcion 6sea. Las concentraciones de estas pro-
teinas estan reguladas por una variedad de facto-
res, en ausencia de inflamacion, el balance estd a
favor de la OPG. En presencia de inflamacidn, los
mediadores quimicos tornan el balance a favor
de la reabsorcion. En la periodontitis: PGE2, IL-
1B, FNT-alfa e IL-6 han sido los mediadores mas
relacionados a la reabsorcion 6sea (7).

Figura 1: Control hormonal de la reabsorcidn 6sea. Representacion esquemadtica del mecanismo de

accion a- factores pro-reabsortivos y b-factores antirresortivos. La expresion de RANKL es induci-

da en osteoblastos, células T activadas, fibroblastos sinoviales, células de la médula 6sea y subse-

cuentemente se une a su receptor RANK, desencadenando una cascada de eventos que promueve

la diferenciacidn, activacidn y supervivencia de osteoclastos. Inversamente, la expresion de OPG es

inducida por factores que bloquean el catabolismo dseo y promueven los efectos anaboélicos. OPG

se une a RANKL y lo neutraliza, llevando a un bloqueo en la osteoclastogénesis y disminucién de la

supervivencia de los osteoclastos pre-existentes.
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Imagen obtenida y traducida de Boyle et al. 2003 8.
Fuentes de RANK, RANKL, OPG y su papel en el metabolismo 6seo.

RANK, ademas de ser expresado en células pre-
cursoras de osteoclastos, se ha encontrado en cé-
lulas de la médula 6sea, el bazo, intestino, timo,
rifién, cerebro y pulmén 9 megacariocitos 19,
monocitos®), células dendriticas, células T CD4+
, fibroblastos del prepucio y ciertos linfomas de
Hodgkin®?,

Lafuncion de esta proteina, ademas de la vincula-
da con la diferenciacién de osteoclastos, incluye
supervivencia de células endoteliales, madura-
cion y funcién de células dendriticas, quimiota-
xis y refuerzo de la respuesta de las células T (%),
Utilizando inmunohistoquimica, Giannopolou et
al. en 2012 estudiaron la positividad de RANK,
RANKL y OPG en tejidos periodontales de pacien-
tes con periodontitis. En el epitelio de la bolsa la
expresion de RANK fue significativamente mas
alta que OPG. En el 100% de los casos, mas del
60% de las células mostraban tincién para RANK
y s6lo 42% para OPG (p= 0.004). En el infiltra-
do celular inflamatorio la expresiéon de RANK
y RANKL mostré diferencias significativas en
comparacion con la expresion de OPG (p=0.001
y 0.006 respectivamente). Siendo la tincion de
OPG positiva (30-59%) en 2/14 casos y menos
de 29% en 7/14 casos, mientras que 9/14 casos
para RANKy 8/14 casos para RANKL tenfan una
marcacion de células de mas del 60%. No se en-

contr6 un efecto significativo de tabaco en la ex-
presion de RANK, RANKL y OPG @9,

Aun en la actualidad, las fuentes de RANKL du-
rante la remodelacién 6sea fisiolégica no han
sido esclarecidas, pero la evidencia sugiere que
la fuente cambia a lo largo del desarrollo de
manera que los condrocitos hipertroéficos pro-
porcionan RANKL para la remocién trabecular
durante la osificacién endocondral y los osteo-
citos trabeculares proporcionan gran parte del
RANKL necesario para la remodelacion 6sea en
respuesta al estrés mecanico > Hace mas de
30 afios, con la observacién de que los recepto-
res de las hormonas osteoclastogénicas, como
la hormona paratiroidea (PTH), estan presentes
en las células con caracteristicas osteoblasticas
pero no en los progenitores de osteoclastos, se
desarroll6 la teoria de que los osteoblastos con-
trolan la funcién y diferenciacién de osteoclas-
tos (7), Trabajos posteriores mostraron que las
lineas celulares con caracteristicas osteoblasti-
cas o las preparaciones celulares ricas en pro-
genitores de osteoblastos apoyan la formacién
de osteoclastos en co-cultivos con progenitores
de osteoclastos 819, El Factor Estimulante de
Colonias Macrofagicas o M-CSF (macrophage
colony-stimulating factor) y RANKL son conside-
rados factores producidos por las células de so-
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porte que son esenciales para la diferenciacion
de osteoclastos in vivo, explicando la necesidad
de células osteoblasticas para la formacion de
osteoclastos (%21,

Los osteocitos también serian una fuente esen-
cial del RANKL que controla la formacién de
osteoclastos durante la remodelacion del hue-
so esponjoso??. Estos se forman en diferentes
sitios esqueléticos para diferentes propdsitos y
requieren diferentes células de soporte en cada
caso. RANKL derivado de los osteocitos no es ne-
cesario para la erupcion dental o la reabsorcion
de cartilago calcificado durante la osificacion
endocondral, lo cual permitié concluir que otros
tipos de células deben suministrar el RANKL re-
querido para la formacion de osteoclastos en es-
tos procesos 23. Por lo tanto, el papel del RANKL
derivado de los osteocitos puede estar limitado a
la remodelacidon 6sea fisioldgica.

Varios estudios indicaron que tanto los linfocitos
T como los B expresan RANKL %2520 En ]a re-
absorcién 6sea inflamatoria, los linfocitos T se-
rian las células que median la reabsorcién 6sea
excesiva mediante la produccién de RANKL. Esta
es una proteina unida a membrana en los osteo-
blastos, pero su expresion unida a membrana en
linfocitos T seria limitada y la mayoria de la pro-
teina en estas células podria ser activa de mane-
ra soluble 27,

Teng ?® encontr6 expresion de RANKL en linfo-
citos T de pacientes con periodontitis agresiva
infectados con A. actinomycetemcomitans. De
hecho, los linfocitos T aislados de la lesién de
periodontitis expresaron RANKL @729, Autores
como Han, Kawai y Vernal G°3132), especificaron
que aquellas células que funcionan como fuente
principal de RANKL en las enfermedades perio-
dontales son los linfocitos Th1, Th17 y los lin-
focitos B. Ademas, todas las células residentes
mesenquimales pueden también expresar esta
proteina bajo desafio bacteriano ¢*3%, Llamativa-
mente, las células T-reguladoras pueden atenuar
su expresion por otras células T activadas G,
Un estudio de Belibasakis et al. 2011 demostré
que la exposicion de células T a P. gingivalis in

vitro indujo la producciéon de RANKL, pero no
de OPG. Ademas, también estimul6 la produc-
cién del mediador inflamatorio clave PGE2. Esto
indica que P. gingivalis regula la funcién de las
células T de manera que favorece la osteoclasto-
génesis y la reabsorcion 6sea 3¢,

Liu 2003 examin6 la expresion de ARNm para
RANKL a nivel celular usando hibridacién in situ
y encontrd que el mismo estaba presente en cé-
lulas inflamatorias, principalmente linfocitos y
macréfagos 29, Ademas, el epitelio proliferante
en la vecindad de las células inflamatorias expre-
s0 altos niveles de ARNm para RANKL %), Anali-
sis con microscopio confocal mostré que ambas
células B y T, pero no monocitos ni fibroblastos,
son la principal fuente celular de RANKL en la
lesiéon 6sea de enfermedad periodontal 31. Sin
embargo, otras células también pueden ser una
fuente importante en este proceso, porque re-
gulan su expresion indirectamente mediante la
produccién de citoquinas proinflamatorias ¢7.
Las células B activadas producen IgG como pro-
teccion al hospedador pero también podrian
contribuir a la destrucciéon de hueso por su pro-
duccion de RANKL porque este tipo de linfocito
es abundante en tejidos periodontales inflama-
dos B%39; ya que existe una respuesta excesiva
por parte de las células B representada por el
anticuerpo IgG a abundantes antigenos bacte-
rianos “%4142) que puede contribuir al desarrollo
de reabsorcion 6sea periodontal mediada por el
sistema inmune*3*¥Y; ademas de expresar altas
cantidades de RANKL en tejido gingival con pe-
riodontitis?®. Se encontr6 en animales inyecta-
dos con A. actinomycetemcomitans, una fuerte
expresion de RANKL por parte de los Linfocitos
B. La administraciéon de OPG-Fc a este modelo
disminuy6 la pérdida 6sea®? sugiriendo que la
reabsorcion por estimulacion de linfocitos B es
dependiente de RANKL G045,

En muestras de tejido gingival, tomadas de pa-
cientes con periodontitis, Crotti et al. 2003 en-
contr6 que aproximadamente 30% de los linfoci-
tos T CD3 ubicados en el infiltrado inflamatorio
expresaron RANKL, que los macréfagos positivos
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a CD68 expresaron RANKL aproximadamente en
un 50% y que pocos numeros de linfocitos B CD
22 fueron ubicados dentro de la lesion inflama-
toria y en los ultimos no se encontré positividad
para RANKL ¢“©),

En tejido gingival de pacientes con periodontitis,
sometido a inmunohistoquimica, la inflamacién
(moderada o severa) estuvo asociada con una
mayor expresion de RANK y RANKL en las célu-
las inflamatorias (p= 0.07 y 0.08 respectivamen-
te). De hecho, 9 de 14 casos (64.3%) y 8 de 14
casos (57.1%) mostraron mas de 60% de células
tefiidas en el drea de la bolsa periodontal para
RANK y RANKIL, respectivamente. La expresion
de OPG no estuvo relacionada con el grado de
inflamacién ®¥.También mediante inmunohisto-
quimica, Dereka et al. en el 2009 #7) compar6 la
expresion de RANKL en tejidos de pacientes en-
fermos y sanos luego de realizada la terapia pe-
riodontal no quirdrgica y encontro, en aquellas
muestras sanas aproximadamente un 50% de
positividad en el infiltrado y menos en el epite-
lio, en aquellos enfermos un 75% en el epitelio y
87% en el infiltrado inflamatorio.

Estos resultados sugieren que el aumento de la
produccién de RANKL puede estar asociado con
la reabsorcidn dsea y los linfocitos son una de las
fuentes principales de RANKL en el tejido con
periodontitis. La expresion de RANKL y OPG de
células fibroblasticas, incluyendo osteoblastos,
fibroblastos del ligamento periodontal y gingiva-
les, son principalmente examinados en cultivos
celulares in vitro “®.

A nivel general, se ha detectado la expresion de
OPG en células de la piel, huesos, arterias y trac-
to gastrointestinal @4, células endoteliales de la
macro y microvasculatura , asi como en células
del musculo liso #9051, Existe evidencia del pa-
pel de OPG en el sistema vascular, con expresion
observada en el corazon, arterias y venas ¢2. En
las células del musculo liso vascular, varios fac-
tores de crecimiento y citoquinas son capaces
de aumentar la expresion de OPG, incluyendo
FNT-a, IL-1B, factor de crecimiento fibroblasti-
co, factor de crecimiento derivado de plaquetas

y angiotensina II 6359, Varias de estas citoquinas
anteriormente nombradas, juegan un papel im-
portante en la patogénesis de la enfermedad pe-
riodontal ®.

OPG ha sido localizada en granulos secretorios
especificos conocidos como cuerpos de Wei-
bel-Palade (CWP) de células endoteliales, que
también contienen la glicoproteina Factor de
Von Willebrand (vWF) y la molécula de adhesiéon
P-selectina %, Dentro de los CWP, OPG es aso-
ciada con vWE, pero no con P-selectina y bajo la
estimulacion de células endoteliales por citoqui-
nas FNT-a e IL-1b in vitro este complejo es secre-
tado al medio circundante. Por otra parte, existe
evidencia de que OPG es capaz de promover la
adhesion leucocitaria a las células endoteliales y
esto puede estar mediado por las interacciones
del OPG con la superficie de la célula endotelial
(54)_

El tejido conectivo en si, podria ser una fuente
de OPG en el tejido gingival, Nagasawa et al 9
demostraron que los fibroblastos gingivales pro-
ducen OPG en respuesta a la estimulacién por
LPS. La induccion de los fibroblastos gingivales
puede ser un mecanismo de defensa para inhibir
la destruccion de hueso alveolar durante la infla-
macion periodontal.

Las bacterias patégenas periodontales afectan
el relacién RANKL/OPG en los fibroblastos del
ligamento periodontal de manera diferente a
los fibroblastos gingivales, ambos RANKL y OPG
pueden ser producidos por fibroblastos del li-
gamento periodontal, frente a la estimulacion
de los patégenos periodontales, aumentando el
ratio entre ellos y los fibroblastos gingivales pro-
ducen OPG, pero no RANKIL, frente a la estimu-
lacién de patégenos periodontales disminuyen-
do el ratio RANKL/OPG 34. Sakata et al. detectd
mediante RT-PCR la presencia de ARNm de OPG
en fibroblastos gingivales, fibroblastos del liga-
mento periodontal y células de la pulpa dental
en humanos, pero no en queratinocitos gingiva-
les humanos ®%., IL-1 a y factor de necrosis tu-
moral-a aumentd la cantidad de ARNm de OPG
en los fibroblastos del ligamento periodontal,
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pero la IL-6 y factor de necrosis tumoral-b tu-
vieron escaso efecto en sus niveles . Lu et al.
encontraron baja expresiéon de OPG en la zona
del infiltrado inflamatorio en el tejido gingival
de pacientes con periodontitis ©®, Estas protei-
nas, estan asociadas ademas a distintas enfer-
medades sistémicas, tales como osteoporosis 7
y artritis reumatoide ©®.(entre otros), que a su

vez, estan asociadas a la enfermedad periodontal
(59,60)

Discusion
Niveles de RANK, RANKL y OPG en salud y en-
fermedad

Comparando la expresion de RANKL y OPG en
pacientes sanos y con periodontitis Lu et al. en-
contraron que el andlisis inmunohistoquimico
no mostré diferencias en la distribucién de célu-
las positivas a OPG en el tejido conectivo del gru-
po sano y enfermo. Las células positivas a OPG
estaban irregularmente distribuidas en la zona
inflamatoria difusa del tejido conectivo gingival
de las muestras con enfermedad. Sin embargo,
las células positivas a RANKL estaban amplia-
mente distribuidas en el tejido conectivo de los
pacientes con periodontitis crénica [media pe-
riodontitis [media * desviacién estandar (SD),
53.70% * 15.48%]. El test Mann-Whitney U Test
mostré una diferencia significativa p < 0.01 entre
el porcentaje de células positivas a RANKL entre
los tejidos de los individuos con salud y con en-
fermedad, no asi para los niveles de OPG . En
este estudio las muestras fueron tomadas de pa-
cientes con periodontitis que no habian sido so-
metidos a ningln tipo de tratamiento periodon-
tal en los 3 meses previos al estudio. Los autores
no brindaron informacién sobre si los pacientes
habian recibido tratamiento de raspado y alisado
previo a la terapia quirdrgica ©°.

RANKL se encontr6 asociada a linfocitos y ma-
crofagos mediante inmunohistoquimica, expre-
sandose en niveles significativamente mas altos
en tejido proveniente de pacientes con periodon-
titis ©1. De lo contrario, en tejido gingival sano,

muy pocas células que expresan RANKL estuvie-
ron presentes G%2, Mas del 50% de las células T
y el 90% de las células B expresaron RANKL en
tejido con periodontitis, mientras que menos del
20% de las células B o T mostraron expresion de
RANKL en tejido gingival sano. Las concentracio-
nes de RANKL, pero no OPG, fueron significativa-
mente mas altas en el tejido con periodontitis en
comparacion con el tejido sano®Y. Las muestras
fueron tomadas durante procedimientos quirur-
gicos, los autores no especificaron si anterior a
este procedimiento, los participantes recibieron
algun tipo de terapia periodontal.

El andlisis de inmunohistoquimica de tejido co-
nectivo de ratas sometidas a un proceso de pe-
riodontitis experimental mediante ligadura, re-
vel6 un mayor nimero de células positivas para
RANK y RANKL en el grupo de animales que tenia
una evolucion de periodontitis de 60 dias, com-
parado con mismo grupo al inicio del estudio y
a los 15 dias (0 y 15 dias de evolucién respec-
tivamente) (p<0.05). En términos de nimero de
células positivas para OPG, no hubo diferencias
significativas entre los tres grupos. El desarrollo
de la periodontitis fue asociado con niveles au-
mentados de células que son marcadores posi-
tivos para reabsorcién 6sea (RANK y RANKL) y
la disminucion de OPG, posiblemente haya sido
debido al aumento linfocitario observado en el
infiltrado durante el periodo de experimenta-
cion (63,

RANKL fue expresada de manera importante
en leucocitos que formaban grandes infiltrados
celulares en el tejido de granulacién de lesiones
de periodontitis. Tincién leve fue también vista
en el tejido extracelular, que puede indicar que
RANKL puede estar asociada con el tejido conec-
tivo. La expresion de RANKL fue menos obvia en
los tejidos sin periodontitis “9).

La tinciéon para OPG demostr6 que estaba aso-
ciada con células que cubrian los vasos sangui-
neos en ambos tipos de tejido, sin embargo, la
tincion fue mucho mas fuerte en los tejidos sin

periodontitis. Se realizé doble tincién utilizan-
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do marcadores especificos para RANKL y para
células T (CD3), B (CD22) y macréfagos (CD68).
Muchas células T (CD3) fueron vistas en los agre-
gados celulares en los tejidos con periodontitis.
Aproximadamente 30% de las estas expresaron
RANKL y asi como muchas células no-CD3 tam-
bién lo hicieron. Menor cantidad de células CD3
fueron identificadas en los tejidos obtenidos de
pacientes sin periodontitis “9,

Doble tincién para RANKL y CD68 mostro posi-
tividad en macréfagos de los tejidos con perio-
dontitis, siendo estos menos abundantes que las
células CD3. Aproximadamente la mitad de las
células expresando CD68 también expresaron
RANKL. En contraste, menos células expresan-
do CD68 fueron identificadas en los tejidos sin
periodontitis. Nimeros menores de CD22 fue-
ron identificados en los tejidos con periodon-
titis, pero RANKL no fue expresado en ninguna
de estas células. Anticuerpos para el Factor VIII
fueron utilizados para verificar que las células
expresando OPG en los vasos sanguineos eran
células endoteliales. S6lo expresién débil de OPG
fue asociada con F VIII en células de los tejidos
con periodontitis, mientras que en el grupo sano
se observo una fuerte expresion por células que
expresaban Factor VIII #9, En este estudio, las
muestras fueron tomadas durante un procedi-
miento quirurgico, los autores no especificaron
si los participantes recibieron algtin tratamiento
previo.

Otras técnicas han sido utilizadas para estudiar
el comportamiento de estas proteinas en la en-
fermedad periodontal. Para determinar las dife-
rencias en la expresion genética de RANKL y OPG
en diferentes formas clinicas de enfermedades
periodontales, Bostanci et al. 64 estudié median-
te PCR cuantitativa a tiempo real, tejidos gingi-
vales de 9 pacientes sanos y 41 pacientes con
periodontitis. RANKL no fue detectado en nin-
guna muestra de tejido sano, pero fue detectado
en 25% de muestras de tejidos de pacientes con
gingivitis, en 54% de tejidos de pacientes con pe-
riodontitis crénica, en 75% de las muestras de
tejidos de periodontitis agresiva generalizada y

60% de las muestras de tejidos de pacientes con
periodontitis crénica que recibian terapia inmu-
nosupresora. En contraste, todas las muestras de
tejidos expresaron niveles detectables de OPG.
En comparacién con los tejidos sanos, la expre-
sién de RANKL fue significativamente mayor (p
< 0.05) en todos los grupos de periodontitis pero
no en el grupo con gingivitis. Ademas, los niveles
de RANKL en la periodontitis agresiva genera-
lizada fueron significativamente mas altos que
en el de periodontitis crénica. Comparado con
tejidos sanos, la expresion de OPG fue menor en
todos los grupos de tejidos enfermos pero esto
fue solo significativamente menor en el grupo
de periodontitis crénica. Aun mas, los niveles
de OPG en periodontitis crénica fueron 16 veces
menores que en el grupo de periodontitis agre-
siva generalizada. Las muestras de tejido sano
fueron tomadas en procedimientos de extraccion
y alargamiento coronario y en el tejido enfermo,
previo a la terapia periodontal no quirargica®®.

El nivel de ARNm RANKL en periodontitis avan-
zada fue mas alto que en etapas moderadas de
la enfermedad o en sitios sanos (Kruskal-Wallis
test, p<0.042). Interesantemente, parece que el
nivel de ARNm RANKL en periodontitis modera-
da fue relativamente mas bajo que en sitios sanos.
Es posible que esto pueda reflejar inflamacién
moderada en los tejidos gingivales normales ob-
tenidos de sujetos en sitios sanos. Los resultados
mostraron que los sitios sanos expresaron ma-
yores niveles de ARNm OPG que en la periodon-
titis avanzada. El nivel de ARNm OPG en perio-
dontitis moderada fue significativamente menor
en comparaciéon con otros grupos. Diferencias
significativas fueron encontradas (p<0.05) entre
todos los grupos. RANKL es altamente expresa-
do en areas inflamatorias y esta asociado con el
aumento del ratio RANKL/OPG comparado con
sujetos sanos. Las muestras de tejido obtenidas
de individuos enfermos fueron tomadas durante
procedimientos de cirugia periodontal, los auto-
res no especificaron si los participantes recibie-
ron otro tipo de terapia periodontal previa 2%,
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Conclusiones cionados a la metodologia de las investigaciones

encontradas, tales como el momento oportuno
RANK, RANKL y OPG pueden tener un papel

_ _ de la toma de la muestra, se puede concluir que
importante en la patogenia de la enfermedad

hace falta més evidencia y con metodologia com-

periodontal, asi como ha sido demostrado para .,
parable para establecer una relacion clara entre

otras enfermedades que afectan el metabolismo , ., ,
estas proteinas y la reabsorcion 6sea asociada a

6seo, aun asi. Por factores principalmente rela- , .
la periodontitis.

Referencias

1- Kinane D, Peterson M, Stathopoulou P. Environmental and other modifying factors of the periodon-
tal diseases. Periodontol 2000 2006; 40(1):107-119.

2- Page RC., Schroeder HE. Pathogenesis of inflammatory periodontal disease. A summary of current
work. Lab Invest 1976;33:235-249.

3- Graves DT, Cochran D. The contribution of interleukin-1 and tumor necrosis factor to periodontal
tissue destruction. | Periodontol 2003;74:391-401.

4- Garlet GP, Cardoso CR, Silva TA, et al. Cytokine pattern determines the progression of experimental
periodontal disease induced by Actinobacillus actinomycetemcomitans through the modulation of
MMPs, RANKL, and their physiological inhibitors. Oral Microbiol Immunol 2006;21:12-20.

5- Cochran, DL. Inflammation and bone loss in periodontal disease. ] Periodontol 2008;79(8):1569-
1576.

6- Simonet, W. S,, Lacey, D. L., Dunstan, C. R,, Kelley, M., Chang, M. S., Luthy, R,, et al. Osteoprotegerin: a
novel secreted protein involved in the regulation of bone density. Cell 1997;89: 309-319.

7- Schwartz Z, Goultschin ], Dean D, Boyan B. Mechanisms of alveolar bone destruction in periodonti-
tis. Periodontol 2000 1997;14(1):158-172.

8- Boyle W], Simonet WS, Lacey DL. Osteoclast differentiation and activation. Nature 2003;15:337-
342.

9- Nakagawa N, Kinosaki M, Yamaguchi K, Shima N, Yasuda H, Yano K et al. RANK Is the Essential Sig-
naling Receptor for Osteoclast Differentiation Factor in Osteoclastogenesis. Biochemical and Biophy-
sical Research Communications. 1998;253(2):395-400.

10- Hsu H, Lacey DL, Dunstan CR, Solovyev I, Colombero A, Timms E, et al. Tumor necrosis factor re-
ceptor family member RANK mediates osteoclast differentiation and activation induced by osteopro-
tegerin ligand. Proc Natl Acad Sci U S A 1999; 96(7): 3540-3545.

11- Shalhoub V, Elliott G, Chiu L, Manoukian R, Kelley M, Hawkins N, Davi E, Shimamoto G, Beck ], Kauf-
man SA, Van G, Scully S, Qi M, Grisanti M, Dunstan C, Boyle W], Lacey DL. Characterization of osteoclast
precursors in human blood. Br ] Haematology. 2008;111(2):501-512.

12- Anderson D, Maraskovsky E, Billingsley W, Dougall W, Tometsko M, Roux E et al. A homolo-
gue of the TNF receptor and its ligand enhance T-cell growth and dendritic-cell function. Nature.
1997;390(6656):175-179.

13- Bharti A, Aggarwal B. Ranking the role of RANK ligand in apoptosis. Apoptosis. 2004;9(6):677-
690.

14- Giannopoulou C, Martinelli-Klay C, Lombardi T. Immunohistochemical expression of RANKL,
RANK and OPG in gingival tissue of patients with periodontitis.Acta Odontol Scand 2012;70(6):629-

Odontoestomatologia. 2022, 24 9



634.

15- Xiong ], O’'Brien C. Osteocyte RANKL: new insights into the control of bone remodeling. ] Bone
Miner Res 2012;27(3):499-505.

16- Nakashima T, Hayashi M, Fukunaga T, Kurata K, Oh-Hora M, Feng ]JQ, Bonewald LF, Kodama T, Wutz
A, Wagner EF, Penninger |M, Takayanagi H. Evidence for osteocyte regulation of bone homeostasis

through RANKL expression. Nat Med 2011;17:1231-1234.

17- Rodan GA, Martin TJ. Role of osteoblasts in hormonal control of bone resorption—a hypothesis.
Calcif Tissue Int 1981;33:349-51.

18- Takahashi N, Akatsu T, Udagawa N, Sasaki T, Yamaguchi A, Moseley JM, Martin TJ, Suda T. Osteo-
blastic cells are involved in osteoclast

formation. Endocrinology 1988;123:2600-2.

19- Udagawa N, Takahashi N, Akatsu T, Sasaki T, Yamaguchi A, Kodama H, Martin TJ, Suda T. The bone
marrow-derived stromal cell lines MC3T3-G2/PA6 and ST2 support osteoclast-like cell differentiation
in cocultures with mouse spleen cells. Endocrinology 1989;125: 1805-13.

20- Lacey DL, Timms E, Tan HL, Kelley M], Dunstan CR, Burgess T, Elliott R, Colombero A, Elliott G, Scu-
lly S, Hsu H, Sullivan ], Hawkins N, Davy E, Capparelli C, Eli A, Qian YX, Kaufman S, Sarosi I, Shalhoub
V, Senaldi G, Guo ], Delaney ], Boyle W]. Osteoprotegerin ligand is a cytokine that regulates osteoclast
differentiation and activation. Cell 1998;93:165-76.

21- Yasuda H, Shima N, Nakagawa N, Yamaguchi K, Kinosaki M, Mochizuki S, Tomoyasu A, Yano K, Goto
M, Murakami A, Tsuda E, Morinaga T, Higashio K, Udagawa N, Takahashi N, Suda T. Osteoclast differen-
tiation factor is a ligand for osteoprotegerin/osteoclastogenesis-inhibitory factor and is identical to
TRANCE/RANKL. Proc Natl Acad Sci U S A 1998;95:3597-3602.

22-Xiong, ]J. O’Brien, C. Osteocyte RANKL: New insights into the control of bone remodeling. ] Bon Min
Res 2012;27(3):499-505.

23- Xiong ], Onal M, Jilka RL, Weinstein RS, Manolagas SC, O’'Brien CA. Matrix-embedded cells control
osteoclast formation. Nat Med 2011;17:1235-41.

24- Choi Y, Mi Woo K, Ko S, Jung Lee Y, Park S, Kim H et al. Osteoclastogenesis is enhanced by activated
B cells but suppressed by activated CD8+ T cells. Eur ] Immunol 2001;31(7):2179-2188.

25- Kawai, T,, Matsuyama, T.,, Hosokawa, Y., Makihira, S., Seki, M., Karimbux, N. Y,, et al. B and T lym-
phocytes are the primary sources of RANKL in the bone resorptive lesion of periodontal disease. Am
] Pathol 2006;169:987-998.

26-Liu D, Xu JK, Figliomeni L, et al. Expression of RANKL and OPG mRNA in periodontal disease: Pos-
sible involvement in bone destruction. Int ] Mol Med 2003;11:17-21.

27- Kanamaru F, Iwai H, Ikeda T, Nakajima A, Ishikawa I, Azuma M. Expression of membrane-bound
and soluble receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL) in human T cells. Immunol Lett 2004:
94:239-246.

28- Teng YT, Nguyen H, Gao X, Kong YY, Gorczynski RM, Singh B, Ellen RP, Penninger JM. Functional
human T-cell immunity and osteoprotegerin ligand control alveolar bone destruction in periodontal
infection. | Clin Invest 2000: 106: R59-R67.

29- Nagasawa T, Kobayashi H, Kiji M, Aramaki M, Mahanonda R, Kojima T, Murakami Y, Saito M, Moro-
tome Y, Ishikawa L. LPS-stimulated human gingival fibroblasts inhibit the differentiation of monocytes
into osteoclasts through the production of osteoprotegerin. Clin Exp Immunol 2002:130: 338-344.

Odontoestomatologia. 2022, 24 10



30- Han X, Kawai T, Eastcott JW, Taubman MA. Bacterial-responsive B lymphocytes induce periodontal
bone resorption. ] Immunol 2006;176:625-631.

31- Kawai T, Matsuyama T, Hosokawa Y, Makihira S, Seki M, Karimbux NY, et al. B and T lymphocytes
are the primary sources of RANKL in the bone resorptive lesion of periodontal disease. Am ] Pathol
2006;169:987-998.

32- Vernal R, Dutzan N, Hernandez M, Chandia S, Puente ], Le6n R et al. High Expression Levels of Re-
ceptor Activator of Nuclear Factor-Kappa B Ligand Associated With Human Chronic Periodontitis Are
Mainly Secreted by CD4+T Lymphocytes. ] Periodontol 2006;77(10):1772-1780.

33- Belibasakis G, Bostanci N, Hashim A, Johansson A, Aduse-Opoku ], Curtis M et al. Regulation of
RANKL and OPG gene expression in human gingival fibroblasts and periodontal ligament cells by
Porphyromonas gingivalis: A putative role of the Arg-gingipains. Microb Pathog 2007;43(1):46-53.
34- Kajiya M, Giro G, Taubman M, Han X, Mayer M, Kawai T. Role of periodontal pathogenic bacteria in
RANKL-mediated bone destruction in periodontal disease. ] Oral Microbiol 2010;2(1):5532.

35- Ernst CW, Lee JE, Nakanishi T, Karimbux NY, Rezende TM, Stashenko P, et al. Diminished forkhead
box P3/CD25 doublepositive T regulatory cells are associated with the increased nuclear factor-ka-
ppaB ligand (RANKL) T cells in bone resorption lesion of periodontal disease. Clin Exp Immunol
2007;148: 271-280.

36- Belibasakis, GN. Reddi, D. Bostanci, N. Porphyromonas gingivalis induces RANKL in T cells. Inflam-
mation 2011;34(2):133-138.

37- Chen B, Wu W, Sun W, Zhang Q, Yan F, Xiao Y. RANKL Expression in Periodontal Disease: Where
Does RANKL Come from?. Biomed Res Int 2014;2014:1-7.

38- Mackler B, Frostad K, Robertson P, Levy B. Immunoglobulin bearing lymphocytes and plasma cells
in human periodontal disease. ] Periodont Res 1977;12(1):37-45.

39- Seymour G, Greenspan J. The phenotypic characterization of lymphocyte subpopulations in esta-
blished human periodontal disease. ] Periodont Res 1979;14(1):39-46.

40- Ebersole, JL. Taubman, MA. Smith, D]. Genco, R]. Frey, DE. Human inmune responses to oral mi-
cro-organismes. I. Association of localized juvenile periodontitis (LJP) with serum antibody responses
to actinobacillus actinomycetencomitans. Clin exp immunol 1982; 47,43-52.

41- Mouton, C. Hammond, PG. Slots, J. Genco, R]. Serum antibodies to oral bactericides asaccharolyti-
cus (Bacteroides gingival): relationship to age and periodontal disease. Infect Immun 1981: 182-192
42- Tew ], Marshall D, Moore W, Best A, Palcanis K, Ranney R. Serum antibody reactive with predomi-
nant organisms in the subgingival flora of young adults with generalized severe periodontitis. Infect
Immun 1985;48(2):303-311.

43- Taubman M, Yoshie H, Ebersole ], Smith D, Olson C. Host Response in Experimental Periodontal
Disease. ] Dent Res 1984;63(3):455-460.

44-Yoshie H, Taubman M, Ebersole ], Smith D, Olson C. Periodontal bone loss and immune characteris-
tics of congenitally athymic and thymus cell-reconstituted athymicrats. Infect Immun 1985;50(2):403-
408.

45- Harada Y, Han X, Yamashita K, Kawai T, Eastcott JW, Smith D], Taubman MA: Effect of adoptive
transfer of antigen-specific B cells on periodontal bone resorption. ] Periodont Res 2006; 41:101-107.
46- Crotti T, Smith MD, Hirsch R, Soukoulis S, Weedon H, Capone M, Ahern M], Haynes D. Receptor
activator NF jB ligand (RANKL) and osteoprotegerin (OPG) protein expression in periodontitis. ] Pe-

Odontoestomatologia. 2022, 24 11



riodont Res 2003;38; 380-387.

47- Dereka, XE. Markopoulou, CE. Fanourakis, G. Tseleni-Balafouta, S. Vrotsos, A. RANKL and OPG
mRNA level after non-surgical periodontal treatment. Inflammation 2010, 33(3): 200-206.

48- Nagasawa, T. Kiji, M. Yashiro, R. Hromdee, D. He, L. Kunze, M. Suda, T. Koshy, G. Kobayashi, K. Oda,
S. Nitta, H. Ishikawa, I. Roles of receptor activator nuclear factor-kb ligando (RANKL) and osteoprote-
gerin in periodontal health and disease. Periodontol 2000 2007;43:65-84.

49- Collin-Osdoby, PC. Rothe, L. Anderson, F. Nelson, M. Maloney, W. Osdoby, P. Receptor activator
of NF-kb and osteoprotegerin expression by human microvascular endothelial cells regulations by

inflammatory citoquines and role in human osteoclastogenesis. ] Biol Chem 2001;276(23): 20659-
20672.

50- Zannettino, ACW. Holding, CA. Diamond, P. Atkins, GJ. Kostakis, P. Farrugia, A. Gamble, . TO, LB.
Findlay, DM. Haynes, DR. Osteoprotegerin (OPG) is localized to the weibel.palade bodies of human
vascular endothelial cells and is physically associated with von willebrand factor. ] Cell Physiol 2005;
204:714-723.

51- Zhang, J. Fu, M. Myles, D. Zhu, X. Du, . Cao, X. Che., YE. PDGF induces osteoprotegerin expression in
vascular smooth muscle cells by multiple signal pathways. Febs Lett 2002; 521:180-184.

52- Collin-Osdoby, P. Regulation of vascular calcification by osteoclasts regulatory factors RANKL and
osteoprotegerin. Circ Res 2004;95:1046-1057.

53- Cohen, BE. Hohensinner, PJ. Kaun, C. Maurer, G. Huber, K. Wojta, ]. Stains decrease TNF-alpha-indu-
ced osteoprotegerin production by endothelial cells and smooth muscle cells in vitro. Biochem Phar-
macol 2007;73(1):77-83.

54- Zauli, G. Corallini, F. Bossi, F. Fischetti, F. Durigutto, P. Celeghini, C. Tedesco, F. Secchiero, P. Os-
teoprotegerin increases leukocyte adhesion to endothelial cells both in vitro and in vivo. Blood
2007;110(2):536-43.

55- Sakata, M. Shiba, H. Komatsuzawa, H. Fujita, T. Ohta, K. Sugai, M. Suginaka, H. Kurihara, H. Expres-
sion of osteoprotegerin (osteoclastogenesis inhibitory factor) in cultures of human dental mesenchy-
mal cells and epithelial cells. ] Bone Miner Res 1999;14(9):1486-1492.

56- Lu H-K, Chen Y-L, Chang H-C, Li C-L, Kuo MY-P. Identification of the OPG/ RANKL system in gingival
crevicular fluid and tissue of patients with chronic periodontitis. ] Periodont Res 2006;41:354-360.
57- Lacey DL, Boyle W], Simonet WS, Kostenuik PJ, Dougall WC, Sullivan JK, et al. Bench to bedside:
elucidation of the OPG-RANK-RANKL pathway and the development of denosumab. Nat Rev Drug
Discov 2012;11(5):401-4109.

58- Nakashima, T. Hayashi, M. Takayanagi, H. New insights into osteoclastogenic signaling mechanis-
ms. Trends Endocrinolégicos Metab 2012 Nov;23(11):582-90.

59- Wen, S. Beltran, V. Chaparro, A. Espinoza, F. Reidemann, JP. ;La periodontitis crénica modifica la
morbilidad de la artritis reumatoide?: aspectos clinicos y moleculares. Una revision sistematica. Rev
Med Chile 2019;147:762-775.

60- Martinez-Maestre, A. Gonzales-Cejudo, C. Machuca, G. Torrejdn, R. Castelo-Branco, C. Periodontitis
and osteoporosis: a systematic review. Climacetric 2010;1(3):523-529.

61- Walsh, NC. Crotti, TN. Goldring, SR. Gravallese, EM. Rheumatic diseases: the effects of inflam-
mation on bone. Immunol Rev 2005; 208: 228-251

Odontoestomatologia. 2022, 24 12



62- Matsuyama, T. Kawai, T. Izumi, Y. Taubman, MA. Expression of major histocompatibility complex

class I and CD80 by gingival epithelial cells induces activation of CD4 T cells in response to bacterial

challenge. Infect Immun 2005;73(2):1044-1051.

63- Gibertoni, F. Sommer, MEL. Esquisatto, MAM. Amaral, MECD. Olivera, CA. Andrade, TAM. Mendoca,
FAC. Santamria, M Jr. Felonato, M. Evolution of periodontal disease: immune response and RANK/

RANKL/OPG system. Braz Dent ] 2017 28(6):679-687.

64- Bostanci N, I_lgenli T, Emingil G, Afacan B, Han B, ToOANz H, Berdeli A, Atilla G, McKay IJ, Hughes FJ,
Belibasakis GN. Differential expression of receptor activator of nuclear factor-jB ligand and osteopro-

tegerin mRNA in periodontal diseases. ] Periodont Res 2007; 42: 287-293.

Declaracion de Conflictos de interés:

Nota contribucion de autoria:

1.Concepcidn y diseno del estudio
2.Adquisicion de datos

3.Analisis de datos

4.Discusion de los resultados

5.Redaccion del manuscrito

6.Aprobacion de la version final del manuscrito.

NA ha contribuido en 1, 2, 3, 4, 5, 6.
GV ha contribuido en 4, 5, 6.

VPP ha contribuido en 4, 5, 6.

LBR ha contribuido en 4, 5, 6.

RBM ha contribuido en 4, 5, 6.

Nota de aceptacion:

Los autores no presentan conflicto de interés en la publicacion del articulo.

Este articulo fue aprobado por los editores de la revista.

Odontoestomatologia. 2022, 24

13



