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INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales son un conjunto de cuadros clinicos que afectan a
las estructuras de soporte del diente. Los dos grandes grupos clinicos son la gingivitis y la
periodontitis (Armitage,1999).

La gingivitis es una inflamacion localizada en los tejidos del periodonto marginal;
sin embargo, la periodontitis es un proceso inflamatorio que se extiende a los tejidos de
soporte del diente y se caracteriza por la migracion apical del epitelio de unién y por la
destruccion progresiva del ligamento periodontal y del hueso alveolar.

La importancia del estudio y tratamiento de estas enfermedades radica en la alta
prevalencia y las consecuencias clinicas. La continua pérdida de soporte periodontal acaba
con la pérdida dentaria, pero los efectos de esta patologia no quedan circunscritos
solamente al campo odontoestomatologico. Estd ampliamente documentada la relacion de
la periodontitis como factor de riesgo de determinadas enfermedades sistémicas.

En las ultimas décadas, ha habido grandes avances en el campo de la etiopatogenia
de la patologia periodontal, siendo ésta una entidad compleja donde intervienen factores
como la microbiologia, habitos higiénicos, genética o factores modificantes sistémicos;
por todas estas razones, actualmente se la considera una enfermedad multifactorial
probabilistica.

La investigacion bésica en periodoncia sigue un camino acorde a los avances que
se producen en otros campos de la ciencia como en la medicina, biologia, bioquimica, etc,
de manera que, en la disciplina periodontal, se ha pasado en pocos afos, de estudios
basados en la anatomopatologia, a hoy en dia, donde el estudio de la patologia se aborda
cada vez mas a nivel genético y molecular.

La principal caracteristica diferenciadora de la periodontitis con respecto al resto
de patologias periodontales es la pérdida de insercion periodontal lo que conlleva de forma
explicita la resorciéon de hueso alveolar. En consecuencia, el objetivo basico del
tratamiento es evitar que la pérdida de insercion siga progresando, pero incluso se plantea
un objetivo mucho mas ambicioso que consiste en recuperar mediante técnicas de
regeneracion el soporte periodontal perdido.

En cuanto al mecanismo de resorcion Osea en la periodontitis, estan implicados
diversos factores asociados a la respuesta inmunoinflamatoria del hospedador asi como

innumerables sefiales paracrinas capaces de estimular o inhibir la pérdida osea.
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INTRODUCCION

Pero, sin duda, un gran paso en el conocimiento del metabolismo o6seo fue el
descubrimiento, a finales de los anos 90, de la ruta molecular RANK/ RANKL/ OPG,
siendo ésta la piedra angular del proceso de osteoclastogénesis y, por tanto, el regulador de
la resorcion oOsea (Simonet y cols., 1997, Yasuda y cols., 1998a, Lacey y cols., 1998,
Yasuda y cols., 1998b).

El RANKL (Receptor Activator for Nuclear Factor kB Ligand) es una proteina
estimuladora de la diferenciacion de los osteoclastos que ejerce su accion mediante la
union al receptor transmembrana RANK (Receptor Activator for Nuclear Factor xB),
presente en los preosteoclastos; en cambio la OPG (osteoprotegerina) actia como ligando
senuelo uniéndose al RANKL e inhibiendo su accidn osteoclastogénica (Boyce,2007). Este
descubrimiento ha supuesto un gran avance en el campo médico, con aplicaciones en
multiples enfermedades que cursan con alteraciones del metabolismo 6seo, incluido el
campo oncologico.

En el terreno concreto de la periodoncia, las primeras investigaciones surgen a
principios del siglo XXI. Los resultados de estos estudios sugieren que la existencia de
valores elevados de RANKL y niveles bajos de OPG pueden ser claves en la alteracion de
la homeostasis en el tejido dseo a nivel de los sitios afectados por periodontitis (Crotti y
cols., 2003, Nagasawa y cols., 2002, Mogi y cols.,2004).

De todos los métodos utilizados para la deteccion y cuantificacion de estas
moléculas, los que pueden tener un mayor interés para su aplicacion clinica futura son
aquellos que valoran la concentracion de estas moléculas a nivel del fluido crevicular, por
ser una metodologia no invasiva y sencilla de aplicar.

En la actualidad, es deseable obtener mayor y mas clara informacioén sobre los
niveles de estos mediadores en el fluido crevicular (en situacion de salud o de enfermedad
periodontal y en sus condiciones de gravedad). De la misma manera seria deseable
establecer protocolos claros en cuanto a la metodologia de la toma de muestras y en el
procesado del laboratorio, ya que ambas cuestiones dificultan la aplicacion de estos
conocimientos en la practica clinica.

Aunque estas publicaciones han aportado conocimientos importantes y han
planteado hipotesis muy sugerentes para entender mejor los mecanismos de regulacion de

la remodelacion 6sea del periodonto, los estudios que valoran la influencia de la terapia
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INTRODUCCION

periodontal bésica sobre estos marcadores en el paciente con periodontitis son escasos y
con una metodologia dispar.

Nuevos estudios en esta direccion pueden aportar informacion que permitan usar la
determinacion de RANKL y OPG como posibles marcadores de la actividad destructiva de
la periodontitis y su utilidad tanto en el diagnostico, como en las implicaciones en el

tratamiento y en la fase de terapia de soporte periodontal.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

En este apartado se revisaran algunos conceptos bésicos sobre la fisiologia y la
patologia periodontal, ahondandose en los aspectos de mayor interés relacionados con el

estudio de esta tesis.

2.1- DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA PERIODONTITIS

Definicion:

La periodontitis es un proceso inflamatorio de origen microbiano que afecta a los
tejidos de soporte del diente y se caracteriza por un proceso progresivo de pérdida de
hueso y ligamento periodontal (Page and Schroeder, 1976).

Clasificacion
La nomenclatura de las enfermedades periodontales utilizadas en este trabajo de
investigacion es la adoptada en 1999, en el simposio internacional organizado por la

Academia Americana de Periodoncia (Armitage, 1999) que clasifico las periodontitis en:

Periodontitis cronica:

Enfermedad infecciosa que causa inflamacion de los tejidos de soporte del diente. Se
caracteriza por una pérdida progresiva de la insercion periodontal y de hueso. Esta
pérdida de insercion ocurre de forma lenta, pero pueden existir periodos de rapida
evolucion.

Clinicamente se asocia con placa (composicion microbioldgica variable) y célculo. Se
observan la formacion de bolsas periodontales y/o recesiones gingivales. Es la mas
frecuente de las formas de la periodontitis y sustituye a la denominada periodontitis del
adulto, ya que se la considera menos restrictiva en cuanto a la edad. Esta forma de
enfermedad periodontal, pese a ser mas frecuente en adultos, puede ocurrir en un
amplio espectro de edades. La periodontitis cronica puede designarse como localizada
o generalizada, segun el porcentaje de sitios afectados (menores o mayores al 30%) en

boca.
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Periodontitis agresiva:

Se la considera un tipo especifico de periodontitis identificable por los hallazgos
clinicos y de laboratorio. Ocurre en personas sin ningun tipo de enfermedad salvo la
periodontal.

Clinicamente se caracteriza por una pérdida rapida del soporte periodontal no
relacionada normalmente con grandes cantidades de depositos microbianos, y se asocia
a una tendencia a la agregacion familiar. Se han sugerido mecanismos patogénicos
especificos como las alteraciones en los neutrofilos y, a nivel microbioldgico, elevadas
proporciones de Aggregatibacter actinomycetemscomitans y, en algunas poblaciones,
con Porphyromonas gingivalis. Este término reemplaza a los antiguos nombres de
“periodontitis juvenil localizada” o “periodontitis de inicio temprano localizada”, ya
que esta forma de enfermedad puede ocurrir a distintas edades y persistir en adultos.
Del mismo modo que en las periodontitis cronicas, también se puede considerar
generalizada o localizada. Asi pues, la nueva denominacion “periodontitis agresiva
generalizada” reemplaza a “periodontitis juvenil generalizada” o a “periodontitis de
inicio temprano generalizada”. Se descarto el término “periodontitis prepuberal” de la
clasificacion, y estas formas de periodontitis se incluyeron como periodontitis

agresivas localizadas o generalizadas de aparicion en la prepubertad (Armitage, 1999).

Formas de periodontitis asociadas a condiciones sistémicas:

El simposio determind que ciertas condiciones sistémicas (como el tabaquismo o la
diabetes) pueden modificar la periodontitis (cronica o agresiva) y que algunas
condiciones sistémicas pueden causar una degradacion del periodonto (que puede ser
periodontitis o no, desde el punto de vista histopatologico); por ejemplo neutropenias o

leucemias

Formas necrosantes de periodontitis:

La “gingivitis ulceronecrosante” (GUN) y la “periodontitis tlceronecrosante” (PUN)
se  han incluido en un mismo grupo denominado “enfermedades periodontales
necrosantes”. En esta instancia hubo coincidencia en que la GUN y PUN eran tal vez

diferentes estadios de la misma infeccion y no categorias de enfermedad diferentes. La
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diferencia crucial entre GUN y PUN radica en saber si la enfermedad se limita a la
encia o afecta también al resto del aparato de insercion.

Clinicamente se caracterizan por necrosis y ulceracion de las papilas interdentales o del
margen gingival, dolor, encia de enrojecida y con sangrado a la minima manipulacion;
también pueden asociarse a halitosis y manifestaciones sistémicas.

Los pacientes en quienes se observa esta forma clinica suelen presentar situaciones de

niveles elevados de estrés personal, fumadores y malnutricion (Flemmig, 1999).

2.2.- HISTOPATOGENIA DE LA PERIODONTITIS

Salud periodontal:

El término salud gingival ideal, o denominada histoldégicamente encia pristina, es
aquella que tiene escaso o nulo infiltrado inflamatorio; s6lo se puede obtener en
condiciones de experimentacion bajo un control diario minucioso de la placa bacteriana
durante varias semanas.

Cuando hablamos de encia normal o clinicamente sana nos referimos a aquella que
el paciente es capaz de conseguir mediante un procedimiento sistematico del control de la
placa pese a que histolégicamente presente rasgos de infiltrado inflamatorio en el tejido
conectivo y en epitelio de union.

A nivel macroscopico la encia normal se caracteriza por su color rosado,
consistencia firme, margen gingival festoneado y a menudo un aspecto superficial en
punteado.

Desde el punto de vista histologico se caracteriza por un infiltrado de células
inflamatorias con predominio de neutréfilos asociados con el epitelio de unién y aparece
un ligero infiltrado de linfocitos en el tejido conectivo subyacente (Page and Schroeder,

1976).

Cronologia de la histopatologia.
En un intento de describir cronologicamente la histopatogenia de la enfermedad
periodontal, Page y Schoeder (1976) clasificaron la progresion de la inflamacion

periodontal en 4 fases: inicial, temprana, establecida y avanzada.
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La fase inicial corresponde a una lesion por gingivitis en estadio precoz.

Clinicamente la gingivitis se caracteriza por enrojecimiento gingival, edema y una
tendencia aumentada al sangrado al sondaje. Este estadio de la enfermedad es totalmente
reversible si se adoptan las medidas de control de placa eficaces como se describe en los
estudios de gingivitis experimental de Loe (Loe y cols., 1965).
Después de 24 horas de acumulacion de placa, se observan histolégicamente cambios a
nivel de las arteriolas, capilares y vénulas del plexo dentogingival que determinan un
aumento de la presion hidrostatica en su interior y produce un exudado de liquidos y
proteinas hacia el tejido conectivo. Progresivamente hay un aumento del flujo del liquido
crevicular diluyéndose las sustancias nocivas de los microorganismos tanto en el tejido
como en el surco. Este mecanismo supone un intento de eliminar las bacterias y sus
productos de los tejidos gingivales (Lde y cols., 1965).

Ademas de los cambios vasculares, se produce un aumento en la migracion de
polimorfonucleares (PMM) al tejido conectivo gingival gracias a la expresion de las
moléculas ICAM-1 (molécula de adhesion intercelular-1), ELAM-1 (molécula de adhesion
leucocitaria al endotelio-1) y otras adhesinas, que permiten la union de los PMM a las
células endoteliales y su extravasacion de los vasos sanguineos (Kinane y cols., 1991).
Gradualmente estas células migran, a través del tejido conectivo, hacia el epitelio de union
y la region del surco gingival.

Lesion temprana: esta fase se corresponderia con un estadio de gingivitis tardio.

Apareceria aproximadamente a la semana de la acumulacion de placa. Histologicamente
los vasos que transcurren por debajo del epitelio de union permanecen dilatados y
aumentan en nimero debido a la apertura de lechos capilares anteriormente inactivos.

Esta lesion se caracteriza por un infiltrado leucocitario predominantemente compuesto por
linfocitos y PMN.

Paulatinamente, en un intento de aislar el medio externo del medio interno, se
produce una proliferacion de las células basales del epitelio de unién y del surco, de
manera que se observa la aparicion de crestas epiteliales que invaden la porcion coronaria
de la lesion.

Tanto la lesion inicial como la lesion temprana corresponderian clinicamente a lo

que entendemos por gingivitis. El tiempo que transcurre para pasar al estadio de lesion
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establecida no estd determinado en humanos. Es un proceso complejo de estudiar ya que
esta determinado por la variacidén en la susceptibilidad de cada individuo a la patologia
periodontal.

Histoloégicamente podemos observar que el epitelio del surco estd ulcerado. Esta
situacion se puede mantener durante varios afios sin que exista una pérdida de insercion
clinica o bien una pérdida 6sea evidente. Determinados individuos o sitios son capaces de
mantener esta situacion clinica de inflamacion gingival y, sin embargo, en otros progresa
hacia una periodontitis propiamente dicha. Entre los motivos que se han barajado esta la
disminucién o disfunciéon de los neutréfilos, que puede generar rapidamente una
periodontitis severa. Por otra parte, ciertos autores han determinado una cierta
predisposicion genética tanto para las periodontitis agresivas como para las periodontitis

crénicas (Michalowicz y cols., 2000), (Hodge and Michalowicz, 2001).

Lesion establecida: segun Page (Page and Schroeder, 1976) se caracteriza por la
presencia de infiltrados de células plasmaticas. Sin embargo, otros autores como Brecx
demostraron que, aun después de 6 meses sin higiene bucal, la fraccidon celular plasmatica
en las muestras de biopsias humanas era tan s6lo del 10% (Brecx y cols., 1988).

En el desarrollo de esta fase se produce una continua pérdida de colageno del tejido
conectivo y una extension del infiltrado leucocitario. El epitelio se vuelve mas permeable,
continta proliferando, y las crestas epiteliales se extienden a mayor profundidad en el
tejido conectivo, en un intento de impedir el paso bacteriano. El epitelio de union ya no
esta intimamente adherido a la superficie del diente, lo que provoca un aumento en la
profundidad de sondaje dando lugar a una bolsa periodontal, que posee infiltrado
leucocitario denso, con predominio de PMN.

Lesion avanzada: en esta fase del proceso la bolsa va adquiriendo mayor
profundidad debido a la migracion apical del epitelio y a la pérdida de su capacidad de
adherencia. La placa bacteriana contintia su descenso apical creandose un nicho ecolédgico
con caracteristicas de anaerobiosis; a la vez el infiltrado de células inflamatorias se
extiende lateral y apicalmente a la lesion.

En definitiva, la lesion avanzada tiene todas las caracteristicas de la lesion

establecida siendo la principal diferencia la pérdida de hueso alveolar, con dafo a las fibras
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coldgenas de la union dentogingival y la migracion del epitelio de unidon apicalmente al

limite amelocementario (Grant and Mulvihill, 1972).

2.3. FISIOLOGIA DEL TEJIDO OSEO: OSTEOCLASTOGENESIS

El hueso es un tejido duro que estd sometido a una remodelacidon continua para
poderse adaptar a las demandas funcionales. Este proceso supone un equilibrio y
acoplamiento entre la resorcion por parte de los osteoclastos y la formacion de matriz dsea
por los osteoblastos. Como se ha descrito, el rasgo caracteristico de la periodontitis es la
pérdida de los tejidos de soporte del diente, lo que incluye una destruccion de hueso
alveolar. En términos fisiopatologicos, se produce una alteracion en la homeostasis del
metabolismo 6seo que conlleva un balance negativo.

En este apartado nos vamos a centrar en un aspecto muy concreto de la fisiologia
Osea: en la regulacion molecular del proceso de resorcidon 6sea y mas especificamente en el

proceso de osteoclastogénesis.

2.3.1. Componente celular

Los osteoblastos son las células responsables de la formacion de la matriz 6sea. Se

originan a partir de las células madre estromales de la médula 6sea y por tanto son de
origen mesenquimal. A medida que el hueso se mineraliza, el osteoblasto deja de tener
actividad de sintesis de material osteoide, se rodea de matriz 6sea mineralizada y se
convierte en osteocito, dejando de tener la capacidad de formacion 6sea (Lee y cols.,
2008).
Los osteoclastos son células que tienen como principal funcion la resorcion 6sea. En un
principio se pensaba que compartian los mismos precursores celulares que los
osteoblastos; sin embargo los estudios de Walker, en los afios 70, demostraron el origen
hematopoyético de estas células (Walker, 1975). Dos décadas después, en los afios 90, se
determind que los precursores osteoclasticos pertenecian a la familia de los monocitos/
macrofagos y residian principalmente en la médula 6sea (Udagawa y cols., 1990).

Los osteoclastos son células multinucleadas que se forman a partir de la fusiéon
citoplasmatica de precursores mononuclerares. Estas células se anclan firmemente a la

superficie 6sea mediante unas formaciones circulares ricas en actina, llamadas podosomas,
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creando un sellado en torno a la superficie dsea que va a ser resorbida. Posteriormente, la
membrana de los osteoclastos de esta zona aumenta su rugosidad y comienza a secretar
acido hidrocloridrico y encimas proteoliticas (especialmente cathepsinas K) que, actiando
sobre la superficie del hueso provocan la disolucion del componente mineral y la

degradacion de la matriz organica (Teitelbaum and Ross, 2003).

2.3.2. Componente molecular

Uno de los primeros hallazgos de la influencia de sefiales moleculares sobre el
remodelado 6seo fue descrito por Horton (Horton y cols., 1972). Estos autores observaron
coémo el sobrenadante de la phytohemaglutinina estimulada de los monocitos periféricos a
los capilares era capaz de activar la resorcion dsea. Afios mas tarde, este mismo compuesto
pasd a denominarse factor activador de los osteoclastos (OAF) y posteriormente, gracias a
los avances de la investigacion molecular, se determind que el componente principal del
OAF era la citocina IL-1.

Actualmente se sabe que la IL-1 tiene una demostrada capacidad de estimular la
formacion osteoclastica, ademas de ser uno de los principales mediadores de las respuestas
inflamatorias.

Progresivamente se han ido describiendo otros factores tanto estimuladores ( IL-1,
TNF-a, IL-6, IL-11, IL-5 y IL-17) como inhibidores (IL-4, IL-10, IL-13, IL-18 y IFN-y)
de la actividad osteoclastica (Lorenzo y cols., 2008). Las prostaglandinas, curiosamente,
tienen capacidad de estimular o inhibir dependiendo de las condiciones en que actiien. Sin
embargo, el mayor avance en el entendimiento de la osteoclastogenesis se produjo a
finales de los afios 90 con el descubrimiento de la ruta de sefializacion RANK/RANKL/
OPG como principal regulador de la diferenciacion y activacion de los osteoclastos (Arron
and Choi, 2000).

2.3.2.1. Ruta RANK/RANKL/OPG

Rodan y Martin postularon por primera vez que los osteoblastos podrian tener un
papel regulador en la formacién de los osteoclastos y mas concretamente como

responsables de la estimulacion de la resorcion 6sea (Rodan and Martin, 1981).
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Esta hipotesis se confirmé con los primeros estudios que se realizaron in vitro para
el cultivo de osteoclastos, donde se observo que, para su formacidn, se requeria de un
contacto fisico de las células precursoras con determinadas células mesenquimales como
eran los osteoblastos, o bien células estromales de la médula o6sea (Udagawa y cols., 1990).
Este hallazgo, en un principio desconcertante, dio lugar afios més tarde al descubrimiento
de la ruta RANK/ RANKL/OPG, relacionado directamente con la regulacion de la
osteoclastogenesis.

El RANKL (Receptor Activator for Nuclear Factor k B Ligand) es una proteina
miembro de la superfamilia de los factores de necrosis tumoral (TNF), que en la literatura
viene referida por diferentes términos debido a que cuatro grupos de investigadores las
identificaron de forma independiente. El nombre de RANKL es el que se utiliza con mayor
frecuencia. Fue adoptado por Anderson (Anderson y cols., 1997). Al pertenecer esta
proteina al grupo de los TNF, otros autores utilizan el término TRANCE (TNF-related
activation induced cytokine) para hacer referencia a la familia de proteinas a la que
pertenece (Wong y cols., 1997). Por otra parte se ha comprobado que esta molécula se
puede unir a la osteoprotegerina, lo que ha dado lugar al término OPG-L (Osteoprotegerin
Ligand) (Lacey y cols., 1998). Finalmente, y debido a que su principal funcién es la de
activacion de la osteoclastogénesis, ha sido llamada ODF (Osteoclast Differentiation
Factor) (Yasuda y cols., 1998a).

En realidad se trata de una proteina de tipo II homotrimérica que se expresa, bien
unida a la membrana celular o bien como proteina soluble en el medio extracelular. El
RANKL se encuentra principalmente en la superficie de la membrana celular de los
osteoblastos y células estromales. Asimismo se expresa a nivel de los nodulos linfaticos,
del timo y del pulmoén. También se encuentra, aunque en niveles mas bajos, en otros
tejidos como el bazo o la médula 6sea. En algunas situaciones de patologias, como en
articulaciones afectadas por artritis, se produce una expresion elevada a nivel de las células
sinoviales y de las células T activadas (Ferrer y cols., 2002).

La expresion de dicha proteina va a depender de los diversos factores
estimuladores, entre los que encontramos las interleuquinas, interferones y prostaglandinas

(Boyce and Xing, 2007).
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El grupo de Ikeda identifico tres isoformas de RANKL: RANKLI1, que posee tres
cadenas proteicas, una intracelular, otra transmembrana, y otra extracelular; RANKL?2, que
solo tiene una cadena intracelular; y RANKL3, que carece tanto de cadena intra como
extra celular y se cree que actia como ligando soluble (Ikeda y cols., 2003, Ikeda y cols.,
2001).

Al parecer el RANKL esta codificado por un gen situado en el cromosoma 13q14.
Su principal actividad en el hueso la realiza sobre los osteoclastos, provocando su
estimulacion en el aspecto de diferenciacion y activacion metabodlica, e inhibiendo su
apoptosis. Junto al factor estimulante de colonias de macrofagos (M-CSF) son los dos
factores necesarios y suficientes para estimular la proliferacion, fusion y maduracion de
los precursores y por lo tanto completar todo el ciclo de maduracidon de los osteoclastos
(Ferrer y cols., 2002).

El receptor RANK (Receptor Activador de NF-kB) es una proteina transmembrana
expresada tanto en osteoclastos maduros como en sus progenitores. Esta codificado por un
gen del cromosoma 18q22.1 (Simonet y cols., 1997). Concretamente el RANK es un
péptido de 616 aminoacidos que se encuentra esencialmente en células de la estirpe
monocitica-macrofaga, preosteoclastos, células T, células B, células dendriticas y
fibroblastos. Su activacion mediante la union al RANKL conlleva no so6lo una
reorganizacion en el citoesqueleto del osteoclasto y cambios funcionales para el proceso de
resorcion Osea, su activacion, movilidad y fijacion en la superficie 6sea, sino que también
desencadena una sefial de supervivencia en el osteoclasto maduro (Ferrer y cols., 2002).

La OPG (Osteoprotegerina) es una proteina soluble que actia como un receptor
sefiuelo para el RANKL, teniendo este Gltimo mas afinidad por la unién a la OPG que a la
proteina RANK. Es decir, mediante el bloqueo del RANKL la OPG se convierte en un
inhibidor paracrino de la formacion de osteoclastos (Udagawa y cols., 2000). También es
conocida con los términos de factor de inhibicion de la osteoclastogénesis (OCIF) o como
TNFRSF11B.

Se considera un nuevo miembro de la superfamilia de los receptores del factor de
necrosis tumoral (TNFR), que, a diferencia de todos sus parientes, no permanece tras su
sintesis como una proteina transmembrana con el cometido de elaborar sefiales de

transduccion entre distintas células, sino que es secretada al medio extracelular. Esta
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proteina es codificada por un gen situado en el cromosoma 8q23-24. Fue descubierta
simultineamente, pero de manera totalmente independiente, por dos grupos de
investigacion: uno de ellos (Amgen, Inc. Group, USA), mientras estudiaba DNA en
intestino de rata (Simonet y cols., 1997), y otro (Snow Brand Milk Group, Japon),
mientras buscaban factores de inhibicion y/o estimulacion de los osteoclastos (Yasuda y
cols., 1998b).

La OPG se sintetiza inicialmente como un propéptido de 401 aminodcidos y, tras la
pérdida de un fragmento de 21 aminoacidos, queda como proteina madura con 380
aminoacidos, momento a partir del cual pierde sus dominios transmembrana y
citoplasmaticos y es secretada como proteina soluble. El RNAm de la OPG, ademas de en
el hueso, se expresa en numerosos tejidos (pulmon, corazén, rifiones, higado, intestino,
estdmago, cerebro, glandula tiroides y médula espinal). Estudios in vivo e in vitro han
demostrado que la principal accion de la OPG es el bloqueo del RANKL y derivado de
este efecto, se producen dos tipos de efectos, inhibiendo por una parte su proceso de
maduracion y por otra su activacion (Ferrer y cols., 2002).

Actualmente se admite que la produccion de RANKL y OPG por varios tipos de
células es controlado por estimulos, ya sea locales o sistémicos, de hormonas, mediadores
de la inflamacién o de productos bacterianos (Lerner, 2006, Liu y cols., 2010).

De esta manera, el incremento de RANKL o la disminucion de la expresion de
OPG a nivel local produce resorcion Osea; y la situacion contraria resulta en un aumento
de la formacion osea. El efecto de este juego de balanza entre RANKL - OPG est4 bien
establecido en la patogénesis de algunas enfermedades dseas y del metabolismo mineral
tales como la artritis reumatica (Fardellone y cols., 2014), la osteoporosis (McClung,
2007) , la enfermedad de Paget (Whyte, 2006) y enfermedades Oseas malignas como el
mieloma multiple (Sezer y cols., 2003). Sin embargo, necesitamos informacion mas
precisa sobre su impacto en la patogenia de la destruccion del hueso alveolar en la

periodontitis.

2.3.2.2 Osteoinmunologia
El término de osteoinmunologia hace referencia a la interrelacion entre los

mecanismo de remodelado 6seo y la respuesta inmunoldgica (Rauner y cols., 2007).
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Se ha observado que en patologias que cursan con resorcion 6sea de origen
inflamatorio, como es el caso de la periodontitis, parece que estan en gran parte mediadas
por la producciéon de RANKL originado en los linfocitos T activados. Asimismo las células
del sistema inmune tienen la capacidad de producir otras moléculas (citocinas,
interleucinas, monocinas...) que también modulan el metabolismo 6seo principalmente a
través de la regulacion de la expresion del RANKL y de la OPG. Pero a su vez, tanto el
RANKL como la OPG tienen una importante accion sobre el sistema inmunitario.

Estudios en ratones manipulados genéticamente han demostrado que, en
situaciones en las que existe una deficiencia de RANKL y RANK, se produce una
alteracion importante tanto de las células de la inmunidad como en los 6rganos encargados
de la produccion de dichas células. Igualmente se ha observado que la celularidad y el
tamafno de las células del timo disminuyen, que la diferenciacion de los CD44-CD25’
precursores a células CD44-CD25" son bloqueadas en el timo (Kong y cols., 1999).

Una influencia similar parece que ocurre con la maduracion de los linfocitos B a
nivel de la médula 6sea, donde un déficit de RANKL determina una disminucién de los
pre-linfocitos B; del mismo modo, se produce una disminucion en el tamafio de las Placas
de Peyer. Sin embargo, cuando genéticamente se manipulan ratones para que sean
deficientes en RANK, se observa que se produce un fenotipo similar, exceptuando que el
timo es de tamafio normal y con la misma celularidad. Este ultimo dato alienta la
posibilidad de que el ligando RANKL actue a nivel de otros receptores en el timo y no sélo
sobre el RANK (Dougall y cols., 1999, Li y cols., 2007b).

Otros estudios muestran a su vez el papel del RANKL en la activacion de las
células T en modelos de periodontitis por Aggregatibacter actinomycetemcomitans

(Taubman y cols., 2005, Teng y cols., 2000).

2.3.2.3 Citocinas reguladoras de las osteoclastogenesis

La regulacion del remodelado 6seo es tremendamente compleja, interviniendo
numerosas moléculas capaces de activar o inhibir la osteoclastogénesis.
La citocinas son proteinas responsables de la comunicacion intercelular induciendo

la activacion de receptores especificos de membrana, los cuales inician una cascada de
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transduccion intracelular que hacen variar el patron de expresion génica, de modo que se
produce una determinada respuesta bioldgica. Intervienen en diferentes funciones celulares
como la proliferacion, diferenciacion y crecimiento celular. También participan en los
procesos de quimiotaxis y en la modulacion de la secrecion de inmunoglobulinas (Lorenzo
y cols., 2008).

Estas moléculas estan producidas por multiples tipos celulares, principalmente del
sistema inmune entre las que destacan los macrofagos y las células T colaboradoras.

Existen diversas clasificaciones de las citocinas, en funcion de la fase de inmunidad
en la que participen (innata o especifica), segun la funcion bioldgica que desencadenan
(hematopoyéticas, quimiotacticas, inmunoreguladoras, proinflamatorias, antiinflamatorias
crecimiento y diferenciacion), etc.

La nomenclatura utilizada para las citocinas, en un principio, se bas6 en las fuentes
celulares que las producian. Por tanto, hablamos de monoquinas (monocitos y
macrofagos), linfoquinas (linfocitos), interleuquinas (leucocitos)...etc. Sin embargo,
actualmente se sabe que pueden ser producidas también por otros tipos de células distintos
de estos. El grupo de las quimioquinas se caracterizan por ser un tipo de citocinas de
pequefio tamafio molecular que intervienen en la respuesta inflamatoria y en la quimiotaxis
de fagocitos.

Las principales caracteristicas de las citocinas son: la redundancia (varias citocinas
pueden ejercer el mismo efecto), pleiotropismo (una citocina puede tener diferentes
funciones), sinergismo, antagonismo, promiscuas (pueden actuar sobre diversos
receptores), y poliesperismo (una célula puede producir varias de ellas) (Martinez y cols.,

2005).

Papel del TNF ( Factor de necrosis tumoral)

Las citocinas proinflamatorias juegan un potente papel sinérgico junto a la accion
del RANKL. Sin embargo, el papel del TNF-0 como promotor de la diferenciacion
osteoclastica es controvertido. Autores como Lam y colaboradores, determinan que esta
molécula es incapaz de inducir la formacion ostecldstica sin unos niveles de RANKL
adecuados (Lam y cols., 2000). Estudios posteriores in vivo han demostrado que no se

consigue una diferenciacion correcta en ratones modificados genéticamente con
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deficiencias del RANKL. Sin embargo si que existe una evidencia razonable de la
capacidad de activar osteoclastos totalmente maduros de manera independiente a la via del
RANKL (Fuller y cols., 2002).

El TNF-a tiene un papel importante como citocina en la pérdida 6sea periarticular,
como es el caso de la artritis reumatoide mediante la activacion y formacion de RANKL a
nivel de las células de la médula 6sea y directamente estimulando la diferenciacion de los
precursores osteoclasticos (Kitaura y cols., 2004, Lam y cols., 2000). Segiin Lam, tanto el
RANKL como el TNF-a tienen un papel sinérgico, de manera que minimos niveles de
cualquiera de estas dos moléculas determinan una marcada caida en la actividad
osteoclastogénica del otro.

El TNF-a tiene la capacidad de unirse a dos receptores transmembrana, el tipo 1
(p55r) cuya activacion confiere la actividad osteoclastogénica, y el receptor tipo 2 (p75r),
que curiosamente determina una actividad antiosteoclastica. Sin embargo, la forma soluble
del TNF-a tiene una mayor afinidad a unirse al receptor tipo p55r, lo que determina que la
balanza se incline hacia la actividad osteocléstica.

Respecto al receptor tipo p5S5r, se ha observado que puede ser estimulado por los
lipopolisacaridos liberados por las bacterias que provocan la inflamacion periodontal
(Abu-Amer y cols., 2000).

Otros miembros de la superfamilia de los TNF tienen también la competencia de
actuar sobre el metabolismo 6seo: el TRAIL ( TNF-related apoptosis inducing ligand ),
que tiene la capacidad de inducir la apoptosis de los osteoclastos, el CD40L (CD40
ligand), cuyo déficit determina fracturas espontineas y osteopenia en determinados
sindromes, y en pacientes con artritis reumatoide induce la expresion de RANKL por parte
de las células sinoviales (Lorenzo y cols., 2008).

Otra funcion adjudicada a la familia de los TNF es la regulacion de la abundancia
de precursores osteoclasticos en la médula Osea, y lo realizan mediante el incremento de la
expresion de c-fms que es el receptor de M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor),
(Lee y cols., 2008, Lorenzo y cols., 2008).

Por tanto, parece que los estudios coinciden en sefialar a la familia de los TNF
como estimuladores de la actividad osteocléstica; lo que no queda tan aclarado es el

mecanismo concreto y especifico por el cual actuan.
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M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor)

Esta molécula es un potente estimulador de la expresion de RANK a nivel de la
membrana de los precursores osteoclésticos, asi como de su proliferacion celular. Es decir,
el M-CSF aumenta el numero de células precursoras potencialmente estimulables por la
presencia del RANKL. Ademas, otra de sus funciones es la regulacion de la apoptosis de
los osteoclastos de manera que prolonga la supervivencia de los osteoclastos maduros

(Arai y cols., 1999, Fuller y cols., 1993, Jacquin y cols., 2006).

IL-1 ( Interleuguina 1)

La IL-1 es un potente estimulador de la resorcion dsea que actua de forma directa
sobre los propios osteoclastos e indirectamente aumenta la produccion de RANKL (Suda y
cols., 1999, Takayanagi, 2007). Se ha observado que, en cultivos celulares, se produce una
estimulacion de la osteoclastogénesis que es dependiente de la expresion de RANKL por
parte de las células estromales y osteoblasticas. Incluso posee la capacidad de aumentar la
sintesis de prostaglandinas en el tejido 6seo, lo cual tiene una implicacion directa sobre la
actividad osteoclastica (Klein and Raisz, 1970).

También existen mayores cantidades de IL-1 en los cultivos de monocitos
periféricos a los capilares en las mujeres con osteoporosis que en las mujeres sin
osteoporosis. Del mismo modo, se observd que producia un incremento de IL-1 y TNF-a
en los casos de menopausia sin tratamiento hormonal al compararlos con aquellos que
recibian tratamiento hormonal. Por tanto, se demuestran los efectos de los estrogenos en la

pérdida 6sea mediada por la actividad de la IL-1 y el TNF- a (Lee y cols., 2008).

Citocinas de la familia IL-6

La IL-6 tiene la capacidad de regular el desarrollo de los osteoclastos maduros y
directamente estimula la produccion de RANKL y OPG RNAm asi como protanglandinas
a nivel de hueso. Aun asi, los estudios in vifro muestran una accion variable dependiendo
del sistema de ensayo utilizado. Existe un estudio que ha sugerido que la IL-6 estimula la
osteoclastogénesis in vitro por una via independiente al RANKL (Kudo y cols., 2003,

Lorenzo y cols., 2008). También se ha demostrado la relacion entre el incremento de IL-6
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a nivel sérico, con diversas situaciones clinicas que cursan con osteolisis, como es el
déficit de la produccion hormonal de estrogenos, enfermedad de Paget’s, enfermedad de
Gorham-Stout, o la displasia poliostotica fibrosa (Lee y cols., 2008).

Denominamos la familia de las IL-6 a un grupo de citocinas que tienen la
capacidad de estimular el receptor activador proteinico gp130. Dentro de esta familia se
incluyen:

- La IL- 11, que in vitro tiene la capacidad de estimular la formacion osteoclastica
asi como la resorcidon 6sea. En ratones deficientes de IL-11 se observa como se produce un
incremento de la masa oOsea trabecular, lo cual refleja una disminuciéon en el recambio
6seo, en la formacion osteoclastica y en definitiva en la actividad osteoclastica (Sims y
cols., 2005).

- El LIF (Leucemia inhibitory factor), es producido por la células dseas. En
estudios in vitro, se ha demostrado un comportamiento contradictorio, estimulando o
inhibiendo la resorcién 6sea. Concretamente, la estimulacion la produce aumentando la
expresion de determinadas prostaglandinas. Cuando se inocula localmente LIF en cultivos
celulares se ha observado que tiene la capacidad de estimular el RANKL y la OPG,
aumentando los pardmetros tanto de la resorcién 6sea como de la formacion dsea. En
ratones modificados genéticamente LIF- se produce una reduccion del volumen 6seo y un
incremento del nimero de osteoclastos (Lorenzo y cols., 1990, Palmqvist y cols., 2002,
Reid y cols., 1990, Ware y cols., 1995).

- El Oncostatin M es el Gltimo de los componentes de la familia de citocinas IL-6.
Los estudios al respecto dejan claro que tiene la capacidad de inhibir la formacion

osteoclastica y por tanto la resorcion dsea (Lee y cols., 2008).

IL-7 (Interleugquina- 7

Esta interleuquina tiene un efecto opuesto sobre la osteoclastogénesis dependiendo
de si actia a nivel sistémico o localmente. Cuando se administra sistémicamente, se
observa como estimula la osteoclastogénesis mediante la expresion de las citocinas
osteoclastogénicas por parte de las células T (Weitzmann y cols., 2000). Esto se ha
corroborado en estudios animales realizados sobre ratones deficientes de células T, en los

que al administrar IL-7 no se produce pérdida 6sea (Toraldo y cols., 2003). Sin embargo,
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cuando la IL-7 es sobrexpresada por los osteoblastos de manera local, se produce un
aumento de la masa Osea trabecular, es decir, facilita la formacién 6sea (Aguila y cols.,

2012).

Quimioquinas e IL-8 ( Interleuquina 8)

La familia de las quimioquinas se dividen en cuatro grupos, segun las secuencias
de aminoacidos: CXC, CC, Cy CXsC.

La IL-8 y CXC son producidas por los osteoclastos, estimulan la osteoclastogénesis
y la resorcion 6sea de forma independiente a la via del RANKL. Los efectos de la IL-8 se
basan en una sobre-expresion de la sintetasa de 6xido nitrico de los propios osteoclastos
(Bendre y cols., 2003, Sunyer y cols., 1996).

La CCL3 (macrophage inflammarory proteina-1a) estimula directamente la
osteoclastogénesis mediante la activacion de los receptores CCR1 y CCRS (Oba y cols.,
2005).

La expresion de CCL9 (péptidos-1 vy inflamatorio macrofago) y el receptor CCR1,
a nivel de los osteoclastos, es inducido por el RANKL; en este sentido se ha observado que
la inyeccion de M-CSF en ratas con osteopetrosis (las cuales tienen ausencia de M-CSF)
induce a la osteoclastogénesis, a la resorcion dsea y a una rapida sobrerregulacion de
CCRI1 Y CCL9 en el hueso. En otros estudios experimentales, se ha observado cémo el
bloqueo del CCR1 previene la formacion de precursores osteoclasticos y el bloqueo del
CCL9 inhibe en parte la osteoclastogénesis inducida por RANKL (Ishida y cols., 2006,
Yang y cols., 2006).

El CXCL12 (factor-1 derivado de células estromales) y su receptor CXCR4,
facilitan la osteoclastogénesis, en células precursoras osteoclasticas, el CXCL12 facilita la
migracion y la osteoclastogénesis inducida por RANKL y M-CSF (Grassi y cols., 2003,
Wright y cols., 2005).

El CCL2 (proteina-1 quimioatrayente monocito); recientemente se ha observado
que cuando se tratan los osteoclastos con PTH aumenta el CCL2 y facilita la fusion de los

preosteoclastos (Li y cols., 2007a).
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IL-10 (Interleuquina 10)

Esta interleuquina es producida por los linfocitos T y B activados. Produce una
inhibicion directa de la osteoclastogénesis y osteoblastogénesis. También tiene una accion

indirecta sobre la osteoclastogénesis mediante la inhibicion del RANKL y la facilitacion

de la produccion de OPG (Liu y cols., 2006).

IL-12 ( Interleuguina 12)

La accion de la IL-12 es la inhibicion de la osteoclastogénesis; sin embargo, su
mecanismo es controvertido. Existen estudios que sefialan que actua directamente
inhibiendo la estimulacion por parte del RANKL, pero es un mecanismo no del todo

esclarecido (Amcheslavsky and Bar-Shavit, 2006).

IL-15 (Interleuquina 15)

Es un miembro de la superfamilia de IL-2. Se ha demostrado que en cultivos
celulares aumenta las células progenitoras osteoclésticas. Ademas, la produccion de IL-15
por parte de los linfocitos T incrementa la osteoclastogénesis y la destruccion Osea en

pacientes con artritis reumatoide (Miranda-Carus y cols., 2006, Ogata y cols., 1999).

IL-17 y IL-23 (Interleuquinas 17 v 23)

La IL-17 esta formada por 6 miembros de IL-17(A-F). La IL-17A se ha observado
que es capaz de aumentar la osteoclastogénesis mediante la estimulacion de la secrecion de
prostaglandinas y de RANKL. La inhibicion de la IL-17A disminuye la destruccion osea
que se produce en la artritis reumatoide asi como la produccion de RANKL, IL-1f3, TNF-a
(Koenders y cols., 2005, Kotake y cols., 1999).

El RNAm de la IL-23 es producido en grandes cantidades en las células sinoviales
de pacientes que sufren de artritis reumatoide, por lo que se ha implicado secundariamente

en los mecanismos de resorcion Osea (Sato y cols., 2006).
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IL-18 ( Interleuquina 18

Esta interleuquina pertenece a la superfamilia de la IL-1. Se ha observado que esta
aumentada en localizaciones con inflamacién y, concretamente, en el caso de la artritis
reumatoide. Es una molécula expresada por las células osteoblésticas, y tiene como
funcion inhibir la osteoclastogénesis. Son diversos los mecanismos por los cuales actia,
entre ellos se ha sefialado que tiene la capacidad de aumentar la expresion de la OPG. Pero
sorprendentemente la IL-18 también posee la capacidad de estimular la osteoclastogénesis
debido a los efectos que tiene sobre los linfocitos T (Dai y cols., 2004, Makiishi-
Shimobayashi y cols., 2001).

IL-33 ( Interleuguina 33)

Recientes estudios en animales han demostrado el papel de la IL-33 en la actividad
osteoclastica cuando se induce en ratas una inflamacion periodontal. Estos estudios
demuestran que existen unos niveles elevados de dicha interleuquina, y que una de las vias
por las que se produce el aumento de actividad osteclastica es debido a un incremento del

RANKL inducido por la IL-33 (Malcolm y cols.,2015, Koseoglu y cols., 2014).

Interferones (IFN)

In vitro el IFN-y se ha observado como tiene una accién inhibitoria de la resorcion
6sea. Concretamente parece que bloquea los mecanismos del receptor RANK. Sin
embargo, no tiene la capacidad de impedir la resorcion en los osteoclastos ya maduros.
Curiosamente, también se ha documentado una accidén estimuladora de la resorcion osea
del IFN-y, mediada por la capacidad de induccion de expresion del RANKL y de TNF-a a
nivel de los linfocitos T. In vivo se puede observar una variabilidad en la accion sobre el
metabolismo 6seo, debido a los efectos contrapuestos que tiene el IFN- y (Hattersley y
cols., 1988, Takayanagi y cols., 2000).

Los IFN-a y IFN-B son moléculas tipicamente producidas como respuesta a la
invasion de patdogenos. En ratones deficientes de receptores para ambos interferones se
observa una reduccion de la masa trabecular y un incremento de los osteoclastos. Sin
embargo, in vivo, no se ha demostrado ninguna accioén del IFN-a sobre el recambio 6seo

(Goodman y cols., 1999, Takayanagi y cols., 2002).
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2.4. PAPEL DE LA RUTA RANK/RANKL/OPG EN LA PATOGENIA
PERIODONTAL

En condiciones de salud, el RANKL es expresado en el periodonto por células de
origen mesenquimal, principalmente por osteoblastos y células del ligamento periodontal
(Kajiya y cols., 2010). Su implicaciéon es de gran relevancia en la adaptacion del
periodonto a las fuerzas de la oclusion, durante la erupcion del diente o durante el
desplazamiento del diente al aplicar fuerzas de ortodoncia (Garlet y cols., 2007).

En el periodonto sano, la OPG es continuamente producida por los fibroblastos del
tejido periodontal, y, potencialmente, también por las células endoteliales (Kobayashi-
Sakamoto y cols., 2004); pero no por los queratinocitos del epitelio (Sakata y cols., 1999)
ni por las células T (Kawai y cols., 20006).

En el contexto de la enfermedad periodontal, la destruccion del hueso alveolar se
produce como consecuencia de la alteracion en la homeostasis metabodlica del tejido 6seo y
su inclinaciéon hacia la faceta catabdlica. Esta ruptura del equilibrio homeostatico es
provocada por la reaccion inmuno-inflamatoria del hospedador frente a la infeccion
bacteriana de la placa o biopelicula dental. Este proceso inmunoinflamatorio esta regulado
por la concentracion de los diversos mediadores de la inflamacion a nivel gingival, y su
capacidad para alcanzar el tejido conectivo y el hueso alveolar.

La concentracion minima de mediadores inflamatorios para activar la resorcion
O0sea va a depender de la expresion de citocinas proinflamatorias. Entre las citocinas
estimuladoras de la resorcion dsea se encuentran la IL-1, IL-6, IL-11, IL-17, TNF-a, LIF y
oncostatin M. También las kininas, como la bradykinina y kallidina, y otras moléculas
como la trombina y varias quimioquinas, tienen un efecto estimulador sobre la resorcion
6sea alveolar. Por el contrario, la expresion de determinadas citocinas antiinflamatorias y
otros mediadores como la IL-4, IL-10, IL-12, IL-13, IL-18 asi como el IFN-f e INF-y
tienen un efecto inhibitorio de la resorcion 6sea (Lerner, 2006). Las citocinas presentes en
el proceso inflamatorio a nivel gingival tienen la capacidad de estimular las células que

componen los tejidos periodontales mas profundos.
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En situacion de enfermedad periodontal, la fuente principal de RANKL proviene de
las células Thl, Th17 y de los linfocitos B (Han y cols., 2006, Han y cols., 2009, Kawai y
cols., 2006, Vernal y cols., 2006), sin embargo las células mesenquimales residentes
también pueden expresar RANKL influenciadas por cambios en la microflora (Belibasakis
y cols., 2007, Kajiya y cols., 2010). La produccion de OPG en estado de enfermedad se

deriva de las mismas células que la producen en situacion de salud periodontal.

Osteoblastos y osteoclastos

En el hueso alveolar, los osteoblastos peridsticos responden a estos mediadores de
la inflamacién con una mayor expresion de RANKL, tanto a nivel de la superficie de sus
membranas como en su forma soluble (Kong y cols., 2000).

Los propios osteoclastos que forman parte del tejido 6seo alveolar tienen capacidad
de expresar RANKL en su superficie. Esto se ha demostrado en estudios animales
mediante métodos de hibridaciéon in sifu que han determinado que los osteoclastos
expresan RANKL RNAm. Estos datos podrian explicar una accion autocrina mediada por
RANKL-RANK (Ogasawara y cols., 2004), esta hipdtesis ya fue planteada anteriormente
por Myers (Myers y cols., 1999).

Los osteoblastos y los fibroblastos del ligamento periodontal son dos de las
principales células productoras de RANKL vy, por tanto, estimuladoras del proceso de
osteoclastogénesis en condiciones fisiologicas. Estas células disminuyen en numero y
funcion con la edad y, sin embargo, no hay un descenso remarcable de los osteoclastos
durante la vida, por lo que este fenomeno explicaria la regulacion autocrina de los

osteoclastos (Ogasawara y cols., 2004).

Fibroblastos del ligamento periodontal y gingivales:

Kanzaki, en el 2001, fue el primero en determinar la accién de las células del
ligamento periodontal como estimuladoras de la osteoclastogénesis. Este autor observo
que, en un cultivo de preosteoclastos, células procedentes del ligamento periodontal tenian
la capacidad de inducir la diferenciacion final de los osteoclastos. En el mismo estudio se
demuestra mediante técnicas de PCR que las células del ligamento periodontal tienen la

capacidad de expresar RANKL RNAm. Por tanto, postularon que el RANKL expresado en
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la membrana de las células del ligamento periodontal podia activar la osteoclastogénesis
mediante el contacto célula a célula (Kanzaki y cols., 2001).

Nagasawa, en 2002, realiza un estudio donde demuestra que los fibroblastos del
ligamento periodontal tienen capacidad de producir tanto OPG como RANKL, y que, por
tanto, la inactivacion que produce la OPG tendria un papel importante en Ia
osteoclastogénesis. Estos resultados confirman los hallazgos de estudios anteriores en los
que se habia detectado OPG en las células del ligamento periodontal (Nagasawa y cols.,
2002).

Estudios de Wada y cols., sugieren la capacidad de la IL-1p o el TNF-a para inducir
la expresion de OPG y RANKL a nivel de los fibroblastos del ligamento periodontal
humano (FLPH). Para demostrarlo, trataron un cultivo de FLPH con IL-1f o TNF-a y
observaron que las células expresaban OPG y RANKL a partir de las 12 horas. Para
corroborar estos resultados inhibieron IL-1p o el TNF- a mediante anticuerpos, resultando
una inhibicion en la expresion de OPG y RANKL por parte de los fibroblastos (Wada y
cols., 2001). Sin embargo, otros investigadores han demostrado que los fibroblastos
periodontales tienen una capacidad baja de expresar RANKL y concretamente esta
expresion estd asociada a la estimulacion por la toxina segregada por el Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Cytolethal Distending Toxin) (Lerner, 2006).

Estudios realizados sobre cultivos de fibroblastos de origen gingival que fueron
estimulados por lipoporisacéaridos (LPS) han destacado como se produce un aumento en la
expresion de OPG, pero no de RANKL; lo que puede significar un mecanismo de control
frente a la destruccion del hueso alveolar durante la inflamacion periodontal (Nagasawa y
cols., 2002).

Por lo tanto, parece que el comportamiento de los fibroblastos es diferente en

funcion de su origen gingival o periodontal.

Linfocitos

Tanto los linfocitos B como T activados son células abundantes en el tejido
gingival afectado por periodontitis. Vernal (Vernal y cols., 2006) describe como las T
CD4+ son las células predominantes en los infiltrados inflamatorios de los tejidos

periodontales cuando hay presente una periodontitis, y, ademas, estas células expresan
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mayores cantidades de RANKL que las células estromales o los monocitos. En estudios
similares de Kawai se observa que tanto las células T como las B, son las células
mononucleares mas predominantes en los tejidos periodontales que padecen periodontitis.
En sus resultados encontraron que el porcentaje de células en una lesion de periodontitis se
corresponde con un 45% de células T, un 50% de células B y s6lo un 5% de monocitos.
Asimismo observaron que en los tejidos periodontales afectos de periodontitis mas del
50% de las células T y el 90% de las células B expresan RANKL. Sin embargo, en
condiciones de salud periodontal menos del 20% entre células T y células B expresan
RANKL (Kawai y cols., 2006).

Recientes estudios confirman, que la estimulacion de linfocitos Th1 y Th17 por los
serotipos de P.gingivalis K1 y K2, producen un incremento en la producciéon de RANKL lo
que se traduce en una mayor reabsorcion dsea (Vernal y cols., 2014).

Del mismo modo se ha confirmado que en zonas con actividad destructiva
periodontal se produce un aumento en los niveles de RANKL e IL-17 debido a una sobre
expresion de las células Th17 (Dutzan y cols., 2009).

Estudios inmunohistoquimicos, realizados sobre tejidos de granulacion extraidos de
lesiones de pacientes afectados de periodontitis cronica, demuestran que la expresion de
RANKL se produce principalmente en los linfocitos y macrofagos. En los macréfagos no
esta del todo claro si el RANKL marcado por los anticuerpos es el expresado como
proteina transmembrana o bien el RANKL soluble que se ha unido a receptores localizados
en la membrana celular (Crotti y cols., 2003).

Por consiguiente, igual que ocurre en otras patologias en las que se manifiesta una
alteracion del metabolismo 6seo, en la enfermedad periodontal, el RANKL tiene un papel
importante en los mecanismos de regulacion de la resorcion y formacion 6sea. No solo hay
que tener en cuenta las proporciones de RANKL, sino también las del receptor RANK, asi
como el receptor sefiuelo OPG. Por tanto, cuando el balance entre RANKL y OPG est¢ a
favor del RANKL, se produce un aumento de la activacion de los osteoclastos y también
de la resorcion dsea.

La union del RANKL a los precursores osteoclasticos se produce justo en el
momento en que las células madre hematopoyéticas se han diferenciado a partir de la

unidad formadora de colonias de granulocitos y macréfagos ( CFU-GM) a la unidad
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formadora de colonia de macrofagos (CFU-M). Por esta razén, la union del RANKL al
RANK en CFU-M, en presencia del factor estimulador de la colonia de macrofagos,
induciria la maduracion de preosteoclastos a células multinucleadas y que posteriormente
se convierten en osteoclastos (Bar-Shavit, 2008).

Sin embargo, cuando las concentraciones de OPG son mads elevadas que las
concentraciones de RANKL, la OPG se une al RANKL inhibiendo la unién al RANK, lo
que determina, por una parte, la reduccion de la formacion de osteoclastos, y por otra, se

produce la apoptosis de los osteoclastos preexistentes.

2.5. NIVELES DE RANKL/OPG EN FUNCION DEL GRADO DE SALUD
PERIODONTAL.

En la literatura hay poca informacion a este respecto; son pocos los articulos que
han sido publicados, y, ademas, utilizan metodologias diferentes para determinar la
concentracion de RANKL y OPG en salud periodontal y en los diferentes estadios de
afectacion de la enfermedad periodontal.

Hemos clasificado los articulos publicados hasta la actualidad en dos tipos:
aquellos que analizan RANK — OPG a nivel de estudios histologicos (TABLA n°® 1) y

aquellos que lo hacen a nivel del fluido crevicular (TABLA n° 2).

(TABLA n° 1). Estudios que determinan las cantidades de RANKL y OPG a nivel

histologico, ya sea con analisis de inmunohistoquimia o andlisis del RNAm .

ESTUDIO MUESTRA RESULTADOS
Bostanci|Sanos= 9 Los 3 grupos de pacientes con periodontitis
2007b Gingivitis= 8 tienen aumentada la concentracion de RANKL y

P.Cronica= 11 el ratio RAKL/OPG. Los pacientes con
P.Agresiva= 12 periodontitis agresiva presentan mayores
P. Cronica bajo proporciones de RANKL. En los pacientes con
tratamiento tratamiento inmunosupresor hay un incremento
inmunosupresor=10 | en la expresion de la OPG pero no del RANKL.
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W ar a -

aswapati

Sanos=15

P. Cronica= 15

En periodontitis crénica se detecta un aumento

de RANKL RNAm y del ratio RANKL/OPG

2007 RNAm. Se observa un incremento de la
expresion del RANKL asociado a la presencia de
P.gingivalis en los pacientes con periodontitis.
Honda 2006 | Gingivitis: 23 Los resultados muestran mayores cantidades de
P.Crénica avanzada: RNAm RANKL en las muestras con
25 periodontitis que en las muestras con gingivitis,
pero estas diferencias no son estadisticamente
significativas.
Lu 2006 Sanos= 12 Existe una cantidad significativamente mayor de
P. Inicial= 23 RANKL en el conectivo inflamado en las zonas
P. Moderada= 33 de encia con patologia, comparado con las
P.Severa= 27 muestras de individuos sin enfermedad
periodontal. Sin embargo, se encuentran escasas
cantidades de OPG, tanto en las muestras de
encia enferma como de sana.
Vernal 2006 | P.Cronica= 33 Determina que los niveles d¢ RNAm de RANKL
Sanos= 20 son mayores en los pacientes con patologia
periodontal. Estudios de inmunohistoquimia
determina que la mayor producciéon de RANKL
en las lesiones de periodontitis cronica es
producida por las células T CD4+
Kawai 2006 | Sanos=12 Observan una expresion aumentada del RANKL

P. Cronica= 32

con respecto al grupo de pacientes sanos; sin
embargo, no detectan diferencias

estadisticamente significativas en la

de OPG.

expresion
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Garlet 2004

Sanos: 10
P. crénica: 20

P. agresiva: 16

Los resultados demuestran que la presencia de
RANKL es mas frecuente en el grupo de
pacientes con periodontitis. Se observan niveles
similares de RANKL entre periodontitis agresiva
y cronica; pero la expresion de OPG es

estadisticamente mayor en la cronica.

Crotti 2003

P. cronica severa= 9

Sanos= 5

Aumento significativo de la expresion de
RANKL en los tejidos con afectacion de
periodontitis en relacion a los tejidos gingivales
sanos. Por otra parte, se observa una expresion
de OPG significativamente disminuida en los

tejidos con patologia periodontal.

Nagasawa

2002

Sanos= 2

P. cronica= 30

La expresion de RANKL y de OPG se expresa en
un 80% y un 25% respectivamente en los tejidos
con afectacion periodontal. También demuestra

que la OPG expresada en los fibroblastos

gingival es estimulada por los lipopolisacaridos.

(TABLA n° 2). Estudios a nivel del fluido crevicular.

ESTUDIO

MUESTRA

RESULTADOS

Baltacioglu | Sanos: 28

2014

P. Cronica: 30
P. Agresiva: 30

Niveles mas elevados de RANKL en pacientes
con periodontitis, pero no diferencia entre ellos.
Concentraciones menores de OPG en pacientes
con periodontitis en relacion a sanos, pero
tampoco diferencias estadisticamente
significativas entre ellos. Ratio RANKL/OPG mas
elevado en periodontitis y particulamente mas

elevado en periodontitis agresivas.
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Silva 2008 P. Cronica: 56 Se observa que en las localizaciones con actividad
destructiva periodontal existen unos valores mas
elevados de RANKL respecto a las localizaciones
donde no existe actividad destructiva.

Sakellari 2008 | Sanos = 38 Niveles mas elevados de RANKL en los pacientes

P. Crénica = 38

con enfermedad periodontal (no estudia niveles de
OPQG). Correlacion positiva entre el RANKL y el

nivel de los periodontopatogenos.

Bostanci 2007a

Sanos= 21
Gingivitis= 22
P.Cronica= 28
P.Agresiva= 25

P.Cronica bajo

Niveles de RANKL bajos en el grupo de pacientes
sanos o con gingivitis, y elevados en los 3 grupos
de pacientes con enfermedad periodontal. No
diferencias estadisticamente significativas entre

periodontitis cronica y agresiva, si bien es mas

tratamiento bajo en el grupo de pacientes tratados con
inmunosupresor= | inmunosupresores. Ratio RANKL/OPG elevado
11 en pacientes con enfermedad periodontal en
relacion a los pacientes sanos o con gingivitis.
Lu 2006 Sanos= 12 Los resultados indican que la presencia de
P. Inicial= 23 RANKL en el fluido crevicular es mayor en los
P. Moderada=33 | pacientes con enfermedad periodontal, sin
P.Severa= 27 embargo la deteccion de OPG se encuentra en
niveles muy bajos; a veces, indetectables. Hay
diferencias entre inicial-severa.
Vernal 2004 Sanos= 12 Se encuentra RANKL en un 85% de los pacientes

P. Cronica= 20

con patologia periodontal en relacion al 46% de
los pacientes sanos. La concentracion de RANKL
en los pacientes con patologia periodontal es

mucho mas elevada que en los pacientes sanos.
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Mogi 2004 Sanos= 28 RANKL indetectable en los pacientes sanos
P.Inicial= 27 excepto en un caso. Mayores concentraciones de
P. Moderada=58 | RANKL en los pacientes con enfermedad
P. Avanzada=47 | periodontal que en los pacientes sanos. La
concentracion de OPG es mas elevada en el grupo
control sano. EL ratio RANKL/OPG estd mas
elevado en los pacientes con enfermedad

periodontal.

A pesar de la diferente metodologia empleada en los estudios, el factor comin de
todos ellos es que parece existir un ratio RANKL/OPG elevado en los casos con afectacion
periodontal. Este hallazgo sugiere el importante papel que puede tener el incremento de la
expresion de RANKL en la patogénesis de la periodontitis como activador de la
osteoclastogénesis.

En el estudio histologico de Nagasawa, en el grupo de pacientes con patologia
periodontal se detecta la presencia de RANKL RNAm en un 80% de las muestras, y OPG
RNAm en un 25% de las muestras. En el grupo de pacientes sanos sin embargo se detecta
en todas las ocasiones el OPG RNAm, y en ningiin caso RANKL RNAm. Estos resultados
demuestran, de forma descriptiva, la presencia de RANKL en los casos de enfermedad
periodontal (Nagasawa y cols., 2002), aunque una aproximacion molecular correcta
deberia de ser la determinacion de los niveles de proteina existentes en los tejidos
analizados, ya que son las proteinas las que ejecutan los procesos de resorcion Osea.

Un afio después, el grupo de Crotti (Crotti y cols., 2003) determina por primera
vez, por andlisis semicuantitativo de imagenes inmunohistoquimicas, la presencia de
RANKL y OPG a nivel de tejidos con periodontitis; mas concretamente analizan el tejido
de granulacion de 9 pacientes con periodontitis cronica severa, a los cuales se les realiza
cirugia periodontal como parte del tratamiento. Las del grupo control son muestras de
tejido gingival sano de 5 pacientes a quienes se les habia realizado procedimientos de
alargamiento coronario. Los resultados de este estudio inmunohistoquimico destacan una
marcada presencia de RANKL en los linfocitos y macrofagos que forman el infiltrado

inflamatorio del tejido de granulacion de los pacientes con patologia periodontal, y, por el

41



REVISION BIBLIOGRAFICA

contrario, la expresion de RANKL es menor en los individuos sin afectacion periodontal.
La tincion positiva para la proteina RANKL estaba asociada especialmente con linfocitos
T (CD3+) (aproximadamente el 30% de estas células) y aparecian, en menor numero,
macrofagos (CD68), mientras una tincion mas débil aparecia en el conectivo extracelular;
llamativamente apenas aparecian células CD3+ en las muestras de tejido sin periodontitis.
En cuanto a la expresion de la OPG, se localizaba principalmente en las células
endoteliales de ambos grupos, pero se observan en mayor cantidad en las muestras de los
individuos sanos. El andlisis semicuantitativo refleja que la expresion RANKL era
significativamente mayor en los tejidos con periodontitis que en los tejidos sin
periodontitis. Ocurre lo contrario con la expresion de OPG, donde era significativamente
mayor en los tejidos sin periodontitis.

Liu, con técnicas de hibridacion in situ, muestra que niveles altos del transcrito
RNAm especifico de RANKL se localizan en células inflamatorias que son en su mayoria
linfocitos (Liu y cols., 2003).

Estos hallazgos son apoyados por otros trabajos que utilizan la qPCR (PCR
cuantitativa a tiempo real) para estudiar la expresion genética de transcritos de RANKL y
OPG en biopsias de tejido gingival (Bostanci y cols., 2007b, Garlet y cols., 2004, Honda y
cols., 2006). El grado de deteccion de expresion de RANKL es de 0 a 40% en salud, del 25
a 80% en gingivitis, del 50 al 100% en periodontitis cronica, y del 75 al 100% en
periodontitis agresiva. Mientras que para la OPG son del 70 al 100% en situacion de salud,
y del 100% en todas las demas formas de enfermedad (Belibasakis y cols., 2011, Bostanci
y cols., 2007b, Garlet y cols., 2004); sin embargo, en el estudio de Wara-aswapati, la
deteccion para RANKL y para OPG es del 100%, tanto en situacion de salud como en
periodontitis cronica (Wara-aswapati y cols., 2007).

Respecto a la medicion de los niveles de expresion, RANKL es de 2,7 a 15,8 veces
mas alto en muestras de periodontitis créonica (PC) que en muestras sanas; y de 1,7 a 3
veces mas altas en PC que en gingivitis. En cuanto a OPG y comparando muestras en
salud con muestras de PC, los resultados son mas variables yendo de 0,2 a 16 veces mas
bajos en los casos de PC (Belibasakis y cols., 2011, Bostanci y cols., 2007b, Garlet y cols.,
2004, Honda y cols., 2006, Wara-aswapati y cols., 2007). Parece que esta variabilidad en

los resultados puede estar relacionada con el momento en que se toma la muestra y el
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grado de actividad de la enfermedad. En dos de estos estudios se maneja el ratio RANKL/
OPG, mostrando un incremento de 2,2 veces en PC comparado con muestras sanas, €
igualmente elevado en casos de PC y periodontitis agresiva con respecto a muestras sanas
0 con gingivitis.

Los resultados de estos estudios sobre la expresion genética y localizacion de estas
moléculas mediante técnicas inmuno-histoquimicas demuestran la importancia del
RANKL y la OPG y del ratio RANKL/ OPG en la salud y en enfermedad periodontal, asi
como sefialan el significativo papel de los linfocitos T activados en la osteoclastogénesis
que se produce en la periodontitis.

El primero de los estudios que demuestra que tanto RANKL como OPG son
detectables a nivel del fluido crevicular (FC) fue el realizado por el grupo de Mogi y cols.,
en el 2004 (Mogi y cols., 2004). En este trabajo se analiz6 la concentraciéon de RANKL y
OPG mediante la técnica de ELISA. Estos autores estudiaron dos grupos de individuos:
una muestra control formada por 28 con salud periodontal, y un grupo estudio con PC que
a su vez subdividieron, segun el grado de afectacion, en inicial (n=27), moderada (n=58) y
avanzada (n= 47). El RANKL en el grupo control sano estaba por debajo del limite de
deteccion excepto en un caso; por el contrario, era facilmente detectable en el grupo PC
independientemente de su severidad. El nivel de RANKL era significativamente mayor en
cualquiera de los grados de afectacion periodontal si se compara con el grupo de
individuos sanos. Por otra parte, no existian diferencias estadisticamente significativas
entre la periodontitis inicial (180 pg/ul), donde las concentraciones de RANKL fueron
mayores que en los grupos de periodontitis moderada y avanzada (30 pg/ul).

Por el contrario, cuando se valoraron las concentraciones de OPG se observd que
fueron mayores en el grupo control (400 pg/ul), tres o cuatro veces mas alto que en PC,
independientemente de su severidad. Estos resultados determinan que el ratio RANKL/
OPG sea significativamente mayor en el fluido crevicular del grupo de pacientes con
enfermedad periodontal.

Sus resultados también establecen una relacion entre la concentracion de dichos
marcadores y los pardmetros clinicos de afectacion periodontal (profundidad de sondaje,
nivel de insercidon clinica) e inflamacidon gingival (indice de sangrado al sondaje). Los

datos parecen indicar que la concentracion de RANKL disminuye conforme aumentan la
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profundidad de bolsas periodontales y no observan relacion con el sangrado al sondaje.
Las concentraciones de OPG obtenidas no tienen una asociacion estadisticamente
significativa con las medidas clinicas ni la severidad de la enfermedad periodontal (Mogi y
cols., 2004).

Vernal, en 2004, estudio el fluido crevicular en un grupo de pacientes con PC sin
tratar y un grupo de individuos sanos periodontalmente. Al valorar los resultados se
observd que en el grupo de pacientes PC, la cantidad de RANKL en valores absolutos fue
de 115,53 + 78,18 pg en relacion a los 63,08 + 55,08 pg del grupo control; sin embargo,
estas diferencias estadisticamente significativas no lo fueron cuando compararon
concentraciones de RANKL (116,99+ 83,04 pg/ul, y 188,07+ 1003,40 pg/ul
respectivamente). Segun explican los autores esta situacion es debida a que el volumen de
FCYV obtenido de los pacientes de la muestra control (0,22 + 0,13 pl) es bastante inferior al
del grupo estudio (0,94 = 0,21 pl ). Desde el punto de vista descriptivo destaca que en el
grupo de PC se puede detectar RANKL en un 85% de los casos, mientras que en el grupo
control es del 46% (Vernal y cols., 2004).

Dos afios mas tarde, el mismo grupo de investigadores realizd un estudio
histologico sobre 33 pacientes con PC y 20 individuos sanos. Confirmaron de nuevo que
en el grupo de PC habia una mayor expresion de RNAm RANKL. Ademas, relacionaron
esta mayor produccion directamente con las células T CD4+ (Vernal y cols., 2006). Al
igual que ocurre en la artitris reumatoide, donde se habia demostrado que las células T
CD4+ eran las principales responsables de la producciéon de RANKL (Kong y cols., 2000),
en este estudio histologico también se observd que las células T eran el principal
componente celular del infiltrado inflamatorio.

Bostanci, en 2007, realizé un estudio histologico en el que se analizé el RNAm que
determina la expresion del RANKL y de la OPG en un grupo de pacientes con diferente
afectacion periodontal (sanos, gingivitis, periodontitis cronica y peridontitis agresiva), y
también en pacientes con periodontitis cronica pero que recibian tratamiento
inmunosupresor (Bostanci y cols., 2007b). Anteriormente se habia observado como los
farmacos inmunosupresores tienen la capacidad de inhibir la inflamacion gingival y la
progresion de la periodontitis, con el resultado de una significativa reduccion de la

pérdida dsea alveolar (Spolidorio y cols., 2004).
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Los resultados del estudio de Bostanci muestran que el RNAm de RANKL no se
detecta en ninguno de los casos de zonas gingivales sanas, es detectado en un 25% en los
pacientes que tienen gingivitis, en un 54% de los pacientes con PC, en un 75% de los de
periodontitis agresiva generalizada, y en un 60% de los pacientes que reciben tratamiento
inmunosupresor.

Desde el punto de vista cuantitativo, los niveles de RANKL en periodontitis
agresiva generalizada son 10 veces mayores que en los pacientes con PC. En el caso de la
OPG, la expresion es menor en todos los grupos con patologia, pero esta diferencia s6lo
resulta estadisticamente significativa en el caso de la PC; los niveles de RNAm de OPG en
PC son 16 veces menores que en el caso de periodontitis agresiva. En comparacion con los
tejidos sanos, el ratio RANKL/OPG es significativamente mayor en todos los grupos de
periodontitis, pero no en el grupo de gingivitis; sin embargo, no se muestran diferencias
estadisticamente significativas en el ratio entre PC y agresiva.

En el grupo de pacientes con periodontitis cronica y tratamiento inumunosupresor,
la expresion de OPG es mayor en comparacion con el grupo de pacientes con PC; sin
embargo no existen diferencias en la expresion de RANKL ni en el ratio RANKL/OPG
entre ambos grupos.

El andlisis estadistico demuestra que existe una correlacion positiva entre la
expresion de RANKL y los parametros clinicos de nivel de insercion clinica, profundidad
de sondaje, sangrado al sondaje y presencia de placa. Lo mismo ocurre con el ratio
RANKL/OPG en relacion a los pardmetros clinicos anteriormente mencionados, excepto
con la presencia de placa. Sin embargo, la expresion de OPG no se correlaciona con
ningun pardmetro clinico (Bostanci y cols., 2007b).

Bostanci, paralelamente al estudio histologico, realiz6 una valoracion de los niveles
de RANKL y OPG a nivel del fluido crevicular con los mismos grupos de estudio. En este
caso se estudiaron 21 individuos sanos periodontalmente, 22 pacientes con gingivitis, 28
pacientes con PC, 25 pacientes con periodontitis agresiva y 11 pacientes con PC y
tratamiento inmunosupresor (Bostanci y cols., 2007a).

Los individuos sanos y con gingivitis demostraron tener unos niveles bajos de

expresion de RANKL, siendo estos de 6,8 = 3,8 y 9 =5,7 pg/ul respectivamente. Los

niveles de RANKL en el grupo de pacientes con PC, periodontitis agresiva, y PC con
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tratamiento inmunosupresor fueron significativamente mas elevados (370 = 54,7 pg/ul,
387,5 = 42,8 pg/ul y 168,1 = 36 pg/ul, respectivamente). A la vista de estos resultados no
existen diferencias estadisticamente significativas entre periodontitis agresiva y cronica,
pero los niveles de RANKL son 2,2 veces mdas bajos en los pacientes PC que reciben
tratamiento inmunosupresor.

Los niveles de OPG tiene una distribucion inversa, es decir, los valores son
significativamente mayores en el grupo de individuos sanos comparados con el resto de
grupos de estudio (sanos: 408,1 + 36,6 pg/ul; gingivitis: 167,6 = 20,6 pg/u 1; periodontitis
cronica: 119,6 = 14,4 pg/ul; periodontitis agresiva: 101,5 + 10,2 pg/ul; periodontitis
cronica con inmunosupresores: 61,2 + 12,3 pg/ul). No se observan diferencias
estadisticamente significativas entre el grupo de PC y agresiva, pero el grupo de pacientes
con PC con tratamiento inmunosupresor tiene unos niveles mas bajos en relacion a los
pacientes con PC (Bostanci y cols., 2007a).

En cuanto al ratio RANKL/OPG, se observo que el grupo de individuos sanos y el
grupo de pacientes con gingivitis tenia un ratio significativamente mas bajo que el grupo
de pacientes con periodontitis (0,017 = 0,008 y 0,053 = 0,034, respectivamente). Sin
embargo, entre los pacientes con periodontitis no existian diferencias estadisticamente
significativas (PC: 3,19 = 0,23; periodontitis agresiva: 3,81 = 0,15 y PC con
imunosupresores: 2,65 = 0,3).

Por otra parte, la concentracion de RANKL se correlacionaba positivamente con la
pérdida de insercion clinica, la profundidad de sondaje y el indice de placa. La OPG se
correlacionaba negativamente con la profundidad de sondaje, la pérdida de nivel de
insercion clinica, el sangrado al sondaje y el indice de placa. Por ltimo, el ratio RANKL/
OPG se correlacionaba positivamente con la profundidad de sondaje, nivel de insercion
clinica e indice de placa.

El estudio de Garlet (Garlet y cols., 2004) es el unico que encuentra diferencias
estadisticamente significativas en relacion a la expresion de OPG en diferentes grados de
enfermedad periodontal. Concretamente observa que las reacciones positivas a la OPG son
mayores en los sitios analizados con PC con respecto a los sitios con periodontitis

agresiva. Segun el autor, esto explicaria la mayor severidad de la forma clinica agresiva.
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El primero de los estudios histologicos que correlaciona los niveles de RANKL,
OPG vy el ratio relativo entre estos dos parametros y la presencia del periodontopatogeno
Porphyromonas gingivalis (P.g.) fue el realizado por Wara-aswapati en el 2007. Con este
propdsito estudié dos grupos, un grupo control formado por 15 individuos
periodontalmente sanos y un grupo estudio formado por 15 pacientes con PC. A ambos
grupos se les tomd una biopsia gingival y una muestra de la placa subgingival para
realizar un analisis microbioldgico (Wara-aswapati y cols., 2007).

El resultado de este estudio determind que la expresion de RNAm RANKL en el
grupo de pacientes con PC fue significativamente mayor que en el grupo control. Sin
embargo, la diferencia de los niveles medios de RNAm de OPG, aunque son menores en el
grupo de PC, no resulta estadisticamente significativa. El ratio RANKL/ OPG RNAm fue
significativamente mayor en el grupo de pacientes con enfermedad periodontal. En
conclusion, los pacientes con PC se asocian con un aumento del RANKL y del ratio
RANKL/ OPG. Los resultados de la correlacion microbiologica sefialaron que existia una
sobreexpresion del RNAm del RANKL en presencia de Porphyromona gingivalis (Wara-
aswapati y cols., 2007).

Posteriormente, en 2008, Sakellari realiz6 un estudio con la intencion de valorar el
grado de correlacion de RANKL, a nivel del fluido crevicular con diferentes patdogenos en
pacientes periodontales (Sakellari y cols., 2008).

Estudiaron un grupo de 25 pacientes con PC y un grupo control periodontalmente
sanos de 38 individuos. Se realiz6 un analisis mediante métodos de ELISA para valorar la
cantidad de RANKL soluble presente en el liquido crevicular. El anélisis microbioldgico se
realizd mediante la técnica de hibridacion DNA-DNA para los siguiente los patdégenos
periodontales: Porphyromona gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia'y Treponema denticola.

Los resultados del estudio determinaron que los niveles de RANKL eran mas
elevados en los pacientes con PC que en los individuos controles. El anélisis descriptivo
determind una cierta relacion entre la cantidad de RANKL y todos los patogenos, pero la
correlacion fue estadisticamente significativa solo para 7. Denticola cuando se comparaba
entre individuos, y para 7. denticola y la P. gingivalis al compararlo entre sitios de toma de

la muestra (Sakellari y cols., 2008).

47



REVISION BIBLIOGRAFICA

Un estudio interesante es el realizado por el grupo de Silva en 2008 (Silva y cols.,
2008). En este estudio la muestra total es de 56 pacientes con periodontitis cronica, y el
estudio lo que buscaba fue valorar si existian diferencias entre zonas con actividad
periodontal o sin actividad periodontal en un mismo paciente. Con este propdsito estudio
dos tipos de localizaciones: todas tienen que tener una profundidad de sondaje igual o
mayor a 5 mm y con una pérdida de insercion igual o mayor de 3 mm. La diferencia en
una zona activa es que tiene que haber una progresion en la pérdida de insercion de 2 mm
o mas en un periodo de dos meses. Se distinguieron por tanto localizaciones que cumplen
este criterio de actividad periodontal, de localizaciones donde no existe esa progresion y
por tanto se consideran sin actividad destructiva.

Los resultados demostraron que las zonas con actividad periodontal tienen unos
valores mas elevados de RANKL (125,95 = 22,2 pg) en comparacion con las zonas que se

consideran inactivas (91,80 = 10,7 pg.), siendo estas diferencias estadisticamente

significativas. Sin embargo, este estudio no valoro los niveles de OPG.

Uno de los ultimos estudios publicados, (Baltacioglu 2014), valor6 los niveles de
estas moléculas a nivel del fluido crevicular y en el suero de los individuos. Los autores
analizaron el fluido crevicular y el suero de 30 sujetos con PC, 30 sujetos con periodontitis
agresiva y 28 sujetos sanos (Baltacioglu y cols., 2014).

Los resultados determinaron que los niveles de RANKL, a nivel del fluido
crevicular y en suero, fueron mayores en el grupo de individuos que padecen periodontitis
que en sanos; y esa diferencia fue estadisticamente significativa, pero no entre los dos
grupos de periodontitis. Los niveles de OPG fueron menores (p< 0,05) en los grupos de
pacientes con periodontitis en relacion al grupo de individuos control, pero tampoco se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos de periodontitis.
Cuando analizaron el ratio RANKL/OPG, los valores hallados fueron mas elevados en los
pacientes con periodontitis en relaciéon al grupo control (p<0,05); ademds, también
encontraron diferencias estadisticamente significativas al contrastar el grupo de pacientes
con periodontitis agresiva (valores mas elevados) con el grupo de PC.

Estos autores destacan el gran valor que puede tener el ratio RANKL/OPG en el

diagnostico y tratamiento periodontal.
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Una vez revisadas estas publicaciones y teniendo en cuenta sus resultados se podria
concluir que en los pacientes con periodontitis se observa:

1°- Unos niveles elevados de RANKL tanto a nivel del fluido crevicular como en su
identificacion histologica.

2°- Bajos niveles de OPG.

3% Un ratio RANKL/OPG aumentado en los sitios con periodontitis. Por el
contrario cuando no hay afectacion 6sea, como en el caso de individuos sanos o con
gingivitis, el ratio de estos marcadores moleculares es inferior.

4°- Los resultados de estos estudios parecen sefialar a los linfociotos T activados
como una de las principales células productoras de RANKL en situacion de periodontitis.

Sin embargo hay discrepancias en cuanto a los niveles de estas moléculas en PC y
periodontitis agresiva, en la gravedad de la periodontitis, y en las mediciones clinicas de
profundidad de sondaje, pérdida de nivel de insercion clinica y grado de inflamacion de la
encia (sangrado al sondaje).

Se tiene muy poca informacion sobre el comportamiento de los niveles de estas
moléculas en los episodios de actividad-remision durante el curso evolutivo de la
periodontitis.

Otro punto de interés, y dado que el tabaco es un factor de riesgo en la
periodontitis, se ha planteado si éste pueda ejercer su efecto influyendo en la regulacion
RANKL-OPG. Estudios en suero, sugieren que en individuos fumadores con PC tienen
menor concentracion de OPG (Lappin y cols., 2007, Ozcaka y cols., 2010), y un estudio
realizado en saliva mostré alta concentraciéon de RANKL y baja de OPG (Buduneli y cols.,
2008); otros estudios realizados también en saliva mostraron diferencias en una menor
concentracion de OPG y un mayor ratio RANKL / OPG cuando los fumadores excedian de
20 paquetes de cigarrillos al afio (Tang y cols., 2009).

Algunas publicaciones apuntan también que otros factores de riesgo de la
periodontitis pudieran intervenir en la ruta RANKL-OPG. Un estudio realizado en
humanos con osteoporosis (Jabbar y cols., 2011) sefialan una mayor concentracion de
RANKL y OPG a nivel de suero que en sujetos sin osteoporosis.

Los pacientes diabéticos parecen tener mayor concentracion de OPG en plasma y

menor ratio RANKL/OPG que en individuos sanos (Lappin y cols., 2009); sin embargo en
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el caso de diabéticos mal controlados con PC, tanto a nivel del tejido de la encia como en
fluido crevicular, muestran mayores concentraciones de RANKL y un mayor ratio

RANKL/OPG (Duarte y cols., 2011, Ribeiro y cols., 2011, Santos y cols., 2010).

2.6. TRATAMIENTO PERIODONTAL Y VALORES DE RANKL — OPG.

En los ultimos afios han empezado a surgir los primeros estudios sobre el efecto del
tratamiento periodontal (raspado y alisado radicular junto a medidas higiénicas) en los
niveles de estas moléculas; si bien, como veremos a continuacidon, Unicamente
encontramos 2 estudios realizados a nivel de fluido crevicular, uno sobre biopsias y uno en

saliva. En la tabla 3 podemos observar un resumen de los resultados.

(TABLA n° 3). Estudios donde se aplica tratamiento periodontal basico.

ESTUDIO MUESTRA RESULTADOS
Bostanci|P. Cronica: 14 El ratio RANKL/OPG no cambia
2011 P.Agresiva: 13 después del tratamiento periodontal y
(Fluido no existen diferencias estadisticamente
crevicular) significativas entre ambos grupos.

Buduneli|P. Cronica: 20 (10 fumadores y | Disminucidon estadisticamente

2009 10 no fumadores) significativa de OPG después del

(fluido tratamiento periodontal basico. Pero no

crevicular) existen diferencias respecto al habito
tabaquico.
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Dereka 2010 | P. Avanzada (postratamiento): | En el grupo de periodontitis post
(Biopsia) 14 tratamiento los niveles de RANKL son
Sanos:11 mas bajos que en el grupo control sano.

Los niveles de OPG son mayores que

(INMUNOHISTOQUIMIA) en el grupo de periodontitis y estas

diferencias son estadisticamente

significativas. Hay una tendencia a un
ratio RANKL/OPG mas elevado en el

grupo de periodontitis, pero no

fumadores)

significativo.
Buduneli P. no tratada: 67 (34| El tabaco se asocia a valores menores
2008 fumadores) de OPG, lo que determina, al final, un
(saliva) P. en mantenimietno: 44 (22 ratio RANKL/OPG mayor en pacientes

fumadores.

Uno de los primeros estudios donde se valoraron los niveles de RANKL y OPG en
pacientes con periodontitis, tratados y no tratados, fue el de Buduneli, 2008. Estos autores
analizaron un total de 111 pacientes con periodontitis cronica que ya completaron el
tratamiento periodontal activo. Estos pacientes fueron divididos en los siguientes grupos:
por una parte pacientes que seguian con tratamiento de mantenimiento (n= 44), de los
cuales 22 eran fumadores; y por otra parte, un grupo de individuos que no cumplian con
tratamiento de mantenimiento (n= 67, con 34 fumadores). En funcién del mantenimiento y
del habito tabaquico, los pacientes fueron divididos en 4 grupos. Se estudiaron pardmetros
clinicos periodontales y concentraciones de RANKL y OPG en saliva mediante técnicas de
ELISA (Buduneli y cols., 2008).

A nivel de los parametros clinicos, las tnicas diferencias estadisticamente
significativas que observaron en el grupo de pacientes que no recibieron tratamiento de
mantenimiento y ademds eran fumadores; estos pacientes presentaron mayor pérdida de
insercion y mayores profundidades de sondaje. Al analizar los resultados a nivel

bioquimico salival, se concluy6 que existian diferencias estadisticamente significativas en
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algunos parametros. Los niveles de OPG fueron mas bajos en pacientes fumadores que en
los no fumadores, tanto en los grupos de pacientes con y sin mantenimiento periodontal.
Se observo que la concentracion de RANKL en pacientes no fumadores era mayor en el
grupo de pacientes sin mantenimiento que en el grupo de pacientes con mantenimiento.
Finalmente se observo que el ratio de RANKL/OPG era mas elevado en pacientes
fumadores en Mantenimiento que en los no fumadores y en Mantenimiento.

En resumen, parece que el habito tabaquico influye sobre los niveles de OPG en la
saliva, de manera que en los pacientes fumadores el ratio RANKL/OPG es mayor que en
pacientes no fumadores. De ser cierto, quedaria identificado un nuevo mecanismo de
accion del tabaco sobre la salud periodontal.

Un afo mas tarde, este mismo grupo de investigadores (Buduneli y cols., 2009)
realizé un estudio sobre fluido crevicular, valorando la influencia que el hébito tabaquico
tiene en el éxito del tratamiento periodontal basico.

Se estudi6 una muestra de 20 individuos, de los cuales 10 fumaban, y 10 no
fumaban; se analizaron las concentraciones de RANKL y OPG inicialmente, es decir antes
del tratamiento, y después de 4 semanas de acabada la fase basica de tratamiento. En los
resultados, llama la atencion que en ambos grupos, independientemente del hébito
tabaquico, presentan unas concentraciones similares de RANKL y OPG antes del
tratamiento periodontal. Después de las 4 semanas de terminada la fase basica, se observo
una disminucion estadisticamente significativa en la concentracion de OPG en ambos
grupos, pero no diferencias entre fumadores y no fumadores; mientras que para la
concentracion de RANKL no existian diferencias estadisticamente significativas entre
ninguno de los grupos. Por lo tanto, si bien el tratamiento periodontal produce cambios en
las concentraciones, concretamente de OPG, la influencia del tabaco no esta del todo clara.

Dereka, en el 2010, realizé un estudio determinando la presencia de RANKL y
OPG con métodos basados en inmunohistoquimica en un grupo de 14 pacientes con
periodontitis cronica avanzada, se les realizé fase basica e iban a ser sometidos a cirugia
periodontal. El grupo control estaba compuesto por 11 individuos periodontalmente sanos
que necesitaban cirugia de alargamiento coronario (Dereka y cols., 2010).

Los resultados fueron los siguientes: la expresion de RANKL RNAm en el grupo de

pacientes con periodontitis fue menor que en el grupo de pacientes periodontalmente
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sanos; por el contrario, la expresion de OPG RNAm en el grupo de individuos sanos fue
mucho mayor; por lo tanto el ratio RANKL/OPG resultdé ser mayor en el grupo de
periodontitis; pero estas diferencias no fueron estadisticamente significativas. En este
estudio se sefiala que las principales células productoras de RANKL son aquellas que
participan en el proceso inflamatorio.

El estudio de Bostanci 2011 es el primero que valord, a nivel de fluido crevicular,
la influencia del tratamiento periodontal sobre estas moléculas. Estos autores realizaron un
estudio con una muestra compuesta por 14 pacientes con PC y 13 pacientes con
periodontitis agresiva. Inicialmente se tomaron registros clinicos y muestras en el fluido
crevicular, posteriormente fueron sometidos a tratamiento de raspado y alisado radicular; a
los 2, 3 y 4 meses se volvieron a tomar registros (Bostanci y cols., 2011) .

A nivel de registros clinicos obtuvieron una mejoria con respecto a los valores
iniciales en todos los pardmetros, en ambos grupos de pacientes, y en los tres momentos de
evaluacion; ademas, estas diferencias resultaron ser estadisticamente significativas.

En el grupo de individuos con PC, la concentracion de RANKL aument6 después
del tratamiento, pero esta diferencia solo fue estadisticamente significativa a los 2 meses.
En el grupo de periodontitis agresiva ocurrid la misma tendencia siendo este incremento
estadisticamente significativo Unicamente al 4° mes postratamiento. A su vez, no hubo
diferencias significativas entre ambos grupos.

Respecto a la concentracion de OPG, en el grupo de pacientes con periodontitis
agresiva, se produjo un incremento de la concentracion que fue estadisticamente
significativa al 4° mes; de forma similar estos resultados se observaron en el grupo de
pacientes con periodontitis cronica. En el caso de la OPG, si resulta una diferencia
estadisticamente significativa entre ambos grupos, siendo mayor la concentracién en el
grupo de periodontitis cronica.

Finalmente, cuando los autores analizaron el ratio RANKL/OPG,
sorprendentemente no encontraron ninguna diferencia que resultara ser estadisticamente

significativa ni con respecto a los registros iniciales ni entre ambos grupos de periodontitis.
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2.7. FLUIDO CREVICULAR

Tanto los trabajos de Brill como de Egelberg parecen indicar que la produccion de
liquido crevicular es, principalmente, el resultado de un aumento en la permeabilidad de
los vasos subyacentes a los epitelios de unidn y del surco. Una teoria alternativa surgio del
trabajo de Alfano y la hipdtesis planteada por Pashley, quienes sugieren que el liquido
crevicular inicial podia, simplemente, ser liquido intersticial que aparece en el surco
gingival como consecuencia del gradiente osmotico. Este liquido inicial pre-inflamatorio
se considerd un trasudado, pero que, ante diversos estimulos, tenia capacidad para cambiar
su composicion para convertirse en un exudado inflamatorio (Griffiths, 2003).

El fluido crevicular es una compleja mezcla de distintos componentes, de
sustancias procedentes del suero, leucocitos, células estructurales del periodonto y de
bacterias bucales. Todos estos componentes poseen un gran potencial como posibles
indicadores tanto de actividad de enfermedad periodontal como de curacion tras el
tratamiento periodontal.

Entre las sustancias del liquido crevicular procedentes del hospedador se
encuentran anticuerpos, defensinas, componentes del Sistema Complemento, substancias
de adhesion celular, citocinas, enzimas y diversos productos derivados del metabolismo
celular asi como de la degradacion tisular.

Por lo tanto, el fluido crevicular, ademas de cumplir su importante funciéon en la
fisiopatologia periodontal, puede ser utilizado por clinicos e investigadores como una
fuente de informacion sobre los acontecimientos patoldgicos que ocurren en el interior de
los tejidos periodontales.

La identificacion de marcadores dseos especificos en su composicion es un dato de
gran valor, especialmente desde la investigacion como primer paso a su aplicacion en la
practica clinica. Los marcadores utilizados hasta el momento han sido fragmentos de
telopéptidos de colageno y osteocalcina, cuyo tnico valor clinico es reflejar la actividad de
resorcion Osea.

Es evidente que el fluido crevicular proporciona una oportunidad Unica para el
estudio de la patologia periodontal. La obtencion de muestras es un procedimiento no

invasivo y resulta relativamente sencillo.

54



REVISION BIBLIOGRAFICA

En la década de 1950 ya se conocia el potencial del liquido crevicular en la
deteccion precoz de la periodontitis y en la curacion de los tejidos periodontales tras el
tratamiento. Sin embargo, en la actualidad no se dispone de ningun indicador periodontal
practico y preciso basado en el liquido crevicular.

Se han desarrollado pruebas que tienen como objetivo revelar el estado metabolico
del tejido periodontal. Algunas de estas han mostrado valores aceptables desde el punto de
vista de la especificad y sensibilidad, asi como cierto potencial para pronosticar la
progresion de la enfermedad. Sin embargo, los clinicos no disponemos de una prueba
practica que indique con precision el momento en que se produce el inicio de la
periodontitis, los periodos en que la enfermedad estd activa, o cuando el proceso de

curacion resulta eficaz (Uitto, 2003).

2.7.1. Métodos de recoleccion de fluido crevicular

- M¢étodo de lavado gingival: se difunde una solucion isotonica en el surco gingival y
se recoge el fluido crevicular resultante del lavado, siendo una disolucion del fluido
crevicular, la cual contiene células y componentes moleculares. El problema es que
es una técnica compleja que limita su uso practicamente a la arcada superior; por
otra parte, no se puede recuperar todo el fluido durante el proceso de aspiracion
(Griffiths, 2003).

- Capilaridad o micropipetas: después de un buen secado y aislamiento de la zona,
las micropipetas se insertan en la entrada del surco gingival; por un proceso de
capilaridad, el fluido crevicular migra al interior del tubo; debido a que se conoce
el didmetro interno puede determinarse de forma precisa el volumen midiendo la
cantidad de fluido que ha migrado al interior del tubo (Sueda y cols., 1969). La
ventaja de esta técnica es que no se obtiene el fluido diluido; la principal desventaja
es que, a no ser que exista inflamacion gingival, el volumen de fluido crevicular es
minimo tarddndose mucho en recoger el volumen necesario, lo que hace que sea
una técnica traumatica y, por si misma, estimule la produccion de exudado.

- Tiras de papel absorbente: son pequefias bandas de celulosa que permiten recoger

el fluido crevicular por capilaridad cuando son insertadas en el surco gingival o
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cuando son colocadas en su entrada. La ventaja de esta técnica es que la
metodologia es rapida, sencilla y atraumatica. Los métodos pueden dividirse en dos
dependiendo de la insercion en el surco crevicular
o Extracrevicular: La tira se sitlia sobre el surco disminuyendo el trauma.
O Intracrevicular: Es el mas utilizado en la mayoria de los estudios. A su vez
puede dividirse en:

»  Técnica intrasurcular profunda. Insertar justo en la base del surco,
durante 30 segundos hasta encontrar resistencia; esto introduce un
grado de irritacion al epitelio del surco que por si mismo estimula el
exudado.

»  Técnica intrasurcular superficial. Se inserta en la entrada del surco,
con el fin de reducir al minimo la irritacion del surco. De este modo
se capta el fluido que brota hacia fuera, aunque el epitelio del surco

no quede en contacto con el papel (Griffiths, 2003).

2.7.2. Métodos de cuantificacion de fluido crevicular

El primero de los métodos es medir la cantidad de fluido recogido en una tira
absorbente, midiendo la zona empapada. Esto se realiza con una simple medida lineal con
una grilla fijada en un microscopio. Una variante de esta técnica es teflir con diferentes
sustancias la zona humedecida de la tira para poder realizar la medicion. Para este fin se
ha utilizado la tinciéon mediante ninhidrina. La zona donde se acumula el fluido crevicular
adquiere un color morado ante la presencia de proteinas (Cimasoni, 1983).

También se ha utilizando fluoresceina, la cual se administra por via oral al paciente,
2 horas antes de la recogida de la muestra, examindndola posteriormente con luz
ultravioleta (Valazza y cols., 1972). Esta técnica se usa para detectar la presencia de fluido,
no para calcular el volumen de fluido, pero atin asi se demostr6 que la fluoresceina era 100
veces mas sensible que el ninhidrina para la tincién de proteinas. Las técnicas de tincion
tienen varias desventajas: en primer lugar no son faciles de usar en el gabinete, debido a
que por el tiempo que se emplea en su medida, hay variacion en el volumen debido a la

evaporacion de la muestra. Ademas, la tincion de las tiras hace que no se puedan analizar
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algunos otros componentes de fluido crevicular.

La segunda de las formas es determinando el peso del papel antes y después del
muestreo. En este caso obtendremos una medida de peso en vez de volumen.

Sin embargo actualmente la mejor de las técnicas para determinar el volumen de
fluido crevicular es mediante el equipo electronico Periotron® 8000, que nos permite la
determinacion exacta del fluido crevicular y una posterior investigacion de la composicion
de la muestra en el laboratorio. Este equipo mide los cambios en la tira humedecida y lo
convierte en una lectura digital que puede correlacionarse con el volumen de FGC. Esta
técnica es rapida y no afecta a la muestra del fluido crevicular. El Periotron® mide la
corriente eléctrica del flujo de la zona mojada en la tira de papel. El aparato tiene dos
“plataformas” metalicas que actian como las placas de un condensador eléctrico. Lo
primero que se realiza es colocar una tira seca entre las “plataformas”. La capacitancia se
traduce a través del circuito eléctrico, y marcard cero en el lector ajustando asi a 0 la
medicion. Al colocar una tira mojada posteriormente se incrementa la capacitancia en
proporcion al volumen del fluido.

Sin embargo, aunque se haya descrito como valido en la calibracidon un ajuste lineal
para rangos muy pequefios de volumen, se han descrito otras forma de ajustes no lineal
para los diferentes volumenes que se midan (Bickel and Cimasoni, 1984, Chapple y cols.,
1995, Preshaw y cols., 1996).

Podemos concluir, que en la actualidad existe la posibilidad de detectar las formas
solubles del RANKL y la OPG a nivel del fluido crevicular, lo que hasta el momento ha
aportado informacion en estado de patologia periodontal pero relativamente poco con
respecto a la respuesta del tratamiento periodontal basico. Por tanto el objetivo como
veremos posteriormente es hallar informacion sobre el efecto que tiene nuestro tratamiento
clinico en el paciente con patologia periodontal sobre los niveles de RANKL y OPG a

nivel del fluido.
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Desde el punto de vista experimental queda clara la importancia del RANKL,
RANK y OPG en la regulacion de la osteoclastogénesis, lo que ha permitido un mayor
entendimiento del metabolismo 6seo tanto en condiciones fisioldgicas como patoldgicas.
En el campo de la medicina, el estudio de estas moléculas ha permitido obtener avances
importantes tanto en el diagnostico como en el tratamiento de diversas patologias que
cursan con alteraciones del metabolismo 6seo. Su interés clinico va desde el campo de la
reumatologia hasta el de la oncologia.

El estudio de posibles determinantes de la actividad destructiva periodontal ha sido
uno de los grandes temas de interés en el campo de la periodoncia. Existe gran cantidad de
estudios que relacionan los niveles de determinadas citocinas y de otros mediadores
moleculares con la actividad destructiva, pero, sin duda, el descubrimiento de la ruta
molecular RANKL/RANK/OPG ha permitido entender como se integran las acciones de
diversas moléculas implicadas en la remodelacion 6sea, porque es el paso final y
determinante de la diferenciacion y activacion osteoclastica.

Las investigaciones publicadas hasta el momento parecen indicar que las
concentraciones de RANKL son elevadas en los tejidos periodontales asi como en el fluido
crevicular de los pacientes con periodontitis. Sin embargo, tenemos poca informacion
acerca de si la concentracion de RANKL puede estar relacionada con el grado de severidad
de la patologia o con las fases de actividad y remision, o si pudiera existir un perfil
bioquimico diferente en las dos formas clinicas de periodontitis mas frecuentes (agresiva o
cronica).

En cuanto a las concentraciones de OPG, parece claro que los niveles de OPG son
mayores en aquellos individuos periodontalmente sanos o que sélo padezcan gingivitis. En
pacientes con periodontitis los niveles de OPG son menores, o incluso marcadamente
menores en casos de periodontitis agresiva.

A la vista de los resultados de las investigaciones publicadas hasta el momento,
entendemos que el ratio RANKL/OPG es més elevado en periodontitis que en gingivitis o
en situacion de salud. Segin los conocimientos actuales, las células encargadas de la
expresion del RANKL, a nivel del periodonto y en condiciones de salud, son los
fibroblastos (gingivales y del ligamento periodontal), los osteoclastos y los osteoblastos;

pero en presencia de periodontitis los principales encargados de la expresion del RANKL
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parecen ser los linfocitos T y B activados. Este hecho explicaria como el propio sistema
defensivo del hospedador frente a los microorganismos del biofilm bacteriano dental seria
el mecanismo mediador de la osteoclastogénesis (Osteoinmunologia).

A pesar de la documentada implicacion del RANKL y de la OPG en la enfermedad
periodontal, aun quedan diversos interrogantes respecto al comportamiento de estos
mediadores en la etiopatogenia de esta patologia, asi como en la utilidad clinica que
pudieran tener como marcadores de enfermedad periodontal.

Con respecto a esta Ultima cuestion, son escasos los trabajos publicados que hayan
estudiado la respuesta que se produce en dichos mediadores moleculares cuando se realiza
la terapia periodontal basica.

Nuestra hipotesis principal de trabajo contempla que el tratamiento periodontal
basico (raspado y alisado radicular, mas instrucciones en higiene oral) tiene efecto sobre la
concentracion de RANKL y OPG en el liquido crevicular de pacientes con patologia
periodontal, y se produce una disminucion en el ratio RANKL/OPG, reduciendo los

valores absolutos de RANKL y/o aumentando los de OPG.
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OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO PRINCIPAL
El objetivo general de este trabajo de investigacion es estudiar el impacto del
tratamiento periodontal basico sobre el ratio de RANKL/OPG en el fluido crevicular de
pacientes con periodontitis cronica.
Los objetivos principales son los siguientes:
1° En el grupo de pacientes con periodontitis cronica pretendemos estudiar si el grado de
salud periodontal esta relacionado con la concentracion de RANKL y OPG en el fluido
crevicular. Para ello planteamos dos objetivos concretos:
1. Valorar las diferencias entre localizaciones sanas y con periodontitis,
en un paciente periodontal.
2. Estudiar el comportamiento de los niveles de estos mediadores
moleculares después del tratamiento periodontal bésico.
2° El segundo objetivo principal pretende estudiar las diferencias en los niveles de
RANKL y OPG en el fluido crevicular entre un grupo de individuos periodontalmente

sanos y el grupo de pacientes con periodontitis cronica. Para ello planteamos tres objetivos

concretos:

l. Comparar los niveles medios de RANKL y OPG obtenidos en
individuos sanos con los obtenidos en zonas enfermas de los
pacientes periodontales.

2. Comparar los niveles de RANKL y OPG de individuos sanos con los
niveles obtenidos en localizaciones sanas de enfermos con P.Cronica.

3. Contrastar los niveles de estos mediadores moleculares obtenidos en

individuos periodontalmente sanos con los pacientes periodontales

que han sido tratados con tratamiento periodontal bésico.
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4.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1.- Corroborar la mejora clinica tras el tratamiento periodontal de raspado y alisado
radicular.

2.- Establecer una correcta curva de calibracion individualizada del periotron 8000 ®

3.- Valorar los cambios de volumen de fluido crevicular tras el tratamiento periodontal

basico.
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MATERIALES Y METODOS

5.1. DISENO DEL ESTUDIO

En este estudio de tipo analitico planteamos dos disefios para poder estudiar los
objetivos planteados.

En la primera parte del estudio se trata un disefio de ensayo clinico donde, en un
mismo individuo con periodontitis, vamos a estudiar dos situaciones clinicas diferentes:
zona sana y zona enferma, donde la sana se comportard como control. Es decir, la unidad
de estudio serd la localizacién concreta en un diente, a la cual aplicaremos el mismo
tratamiento y veremos su evolucion en el tiempo.

La aleatorizacion simple se realizard mediante un cuadro excel incluyendo todos

los pacientes preselecionados segun los criterios de inclusion y exclusion.
El tipo de enmascaramiento al aplicar un sélo tratamiento hace que el sujeto sepa qué
tratamiento es, al igual que el operador, pero sin embargo el explorador encargado de
recoger las muestras, el técnico de laboratorio y el estadistico desconocen a qué grupo
pertenecen.

La segunda parte del estudio serd comparar los resultados obtenidos en la primera
parte con un control externo. Debido a que no existe un valor de concentracion de RANKL
y OPG predeterminado en salud periodontal, para este objetivo se toma una muestra de

individuos con ausencia de enfermedad periodontal para poder establecer una comparativa.

5.2. MUESTRA

5.2.1. Tamaifo muestral

A la hora de la seleccion del tamafio muestral hay que tener en cuenta la variable
principal a estudiar y qué variacion consideramos clinicamente significativa. En este
estudio la variable principal es la concentracion de RANKL y OPG; hoy por hoy no
existen unas concentraciones estimadas de dichos parametros en condiciones de salud o
patologia periodontal, por lo que no podemos saber qué consideramos una variacion
clinicamente significativa. En este tipo de situaciones, para tomar el tamafio muestral se
tiene en cuenta la bibliografia existente. En este caso se toman como referencia estudios
donde se hayan encontrado diferencias estadisticamente significativas en la variacién de

estos parametros. En este sentido s6lo tenemos en la literatura dos estudios que analicen la
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variacion de la concentracion de estos parametros en el fluido crevicular en dos momentos
después de tratamiento periodontal basico, Bostanci 2011 y Buduneli 2009 (Bostanci y
cols., 2011, Buduneli y cols., 2009), en los que se estudian un total de 27 y 20 individuos
respectivamente.

Por lo tanto, se opta por estudiar una muestra de 25 individuos, que fueron
obtenidos del personal de la Facultad y de los pacientes que acuden a primeras visitas de la
Unidad de Periodoncia de la Clinica Odontologica de la Facultad de Medicina y
Odontologia de la Universidad de Valencia.

Los 25 individuos se dividen en dos grupos de estudio :
=  Muestra control: 10 individuos periodontalmente sanos

=  Muestra de estudio: 15 pacientes con periodontitis.

5.2.2. Criterios de inclusion:

Para ser incluidos en el estudio, los individuos deben leer y firmar el documento de
consentimiento, y se han de comprometer a cumplir fielmente el protocolo del estudio.
1.- Muestra control:
Se consideraran individuos sanos aquellos que clinicamente no presenten signos ni
sintomas de enfermedad periodontal en sus dientes.
2.- Muestra estudio:

Para ser incluido en la muestra, cada paciente debe haber sido diagnosticado de
periodontitis croénica moderada o avanzada basandose en el “ sistema de clasificacion
periodontal y condiciones” de Armitage de 1999, y, ademas, contar al menos con un diente
unirradicular por cada una de las siguientes situaciones clinicas:

- Diente sano: Profundidades de sondaje menor a 3 mm., sin recesion y sin sangrado

al sondaje.

- Diente con periodontitis severa: Pérdida de insercion igual o mayor de 6 mm.
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.2.3. Criteri xclusion:
1.- Pacientes con periodontitis agresiva (Armitage, 1999).
2.- Presencia de alteraciones sistémicas o toma de farmacos que alteran el metabolismo
6seo (Moro Alvarez, 2001) como osteoporosis, artritis, tratamiento hormonal, bifosfonatos,
antiiflamatorios, inmunosupresores...etc.
3.- Haber recibido tratamiento antibidtico, antiinflamatorio, anticonceptivo en los tres
ultimos meses, o toma de antiagregantes plaquetarios en los 7 tltimos dias.
4.- Trauma oclusal primario o secundario en alguno de los dientes incluidos para su
estudio.
5.- Haber recibido algun tipo de tratamiento periodontal en los ultimos 6 meses.
6.- Estar en tratamiento ortoddncico.
7.- Fumadores.
8.- Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.
9.- Pacientes que presenten en la localizacion estudio patologias bucales como absceso

periapical activo o absceso periodontal.

2.4, Criteri xclusion durante el io:
1.- Toma de cualquier farmaco que pueda alterar la respuesta al tratamiento periodontal
(antiinflamatorios, antibidticos, colutorios antisépticos).
2.- Toma de cualquier farmaco que pueda alterar el metabolismo dseo.
De la misma manera serd criterio de exclusion la imposibilidad, por parte del individuo,

del cumplimiento estricto de las normas del protocolo.

5.3. MATERIAL:

- Sonda periodontal de Williams ( PQ-OW 208 396: 10mm. Hu-Friedry ®,USA)
- Sistema de paralelizacion radiografica O-Ring (Densply®)
- Sonda bifurcaciones Nabers (2N mango 7 Qulix 12 mm. Hu-Friedry ®, USA)

- Aparato de radiografias intraoral (E-wood®, Haigol-Dong, Korea)
- Perio paper strips ®: tiras de papel especiales para recoger volumenes de fluido

crevicular de 0-1,2 ml (Oraflow®, New York, USA)
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Periotron 8000®: micro-medidor de humedad electronico especialmente disefiado
para valorar el fluido crevicular, el fluido de la bolsa periodontal y el fluido salival
(Oraflow®, New York, USA)

Periotron professional: Sofware disefiado para pasar los valores dados por el
Periotron 8000® a mililitros (Oraflow®, New York, USA)

Viales de reaccion 1,5 ml (Ependorff®, Germany, Europe)

Pipetas de precision calibradas de 10-1000 pl y puntas desechables
(Ependorff®,Germany, Europe)

Agua destilada o desionizada

PBS (Fosfato buffer saline)

Inhibidores de las proteasas ( C.N. P8340 Sigma, Missouri, USA)

Kit Elisa RANKL (BioVendor, Czech Republic, Europe) y OPG ( Bender
MedSystems, Austria, Europe)

Lavador automatico de placas

Lector de ELISA con capacidad para leer absorbancias desde 450 nm a 620 nm.

SONICflex 2003 ® / L y punta universal del n2 5. (KAVO®, Germany)
Cureta Gracey modi#1/2 mango #6 (Hu-Friedry ®, USA)

Cureta Gracey modi#7/8 mango #6 (Hu-Friedry ®, USA)

Cureta Gracey modi#11/12 mango #6 (Hu-Friedry ®, USA)

Cureta Gracey modi#13/14 mango #6 (Hu-Friedry ®, USA)

Cureta Vision Curvette %2 mango #6 (Hu-Friedry ®, USA)

Cureta Columbia #13/14 mango #6 (Hu-Friedry ®, USA)
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LINI

Datos de la historia clinica:

Edad del paciente
Patologias sistémicas
Medicacion

Hébitos higiénicos (material, frecuencia, técnica y tiempo)

Exploracion periodontal:

Profundidad de sondaje: se define como la distancia en milimetros
entre el margen gingival y el fondo de la bolsa periodontal; se
medird mediante una sonda periodontal manual Williams
milimetrada (PQ-OW 208 396, Hu-Friedy ®, EEUU); se registraran
seis puntos por diente (disto-vestibular, medio-vestibular, mesio-
vestibular, disto-palatino, medio-palatino y mesio- palatino). La
presion aproximada seria entorno a los 20 gramos.
Recesion: se medira la distancia desde la linea amelocementaria al
margen gingival y se registrardn en los mismos puntos citados
anteriormente (disto-vestibular, medio-vestibular, mesio-vestibular,
disto-palatino, medio-palatino y mesio-palatino).
Nivel de insercion clinica: Sumando los parametros anteriormente
citados podemos hallar este parametro por cada punto.
Indice dicotomico de sangrado al sondaje “Gingival Bleeding Idex”:
La puntuacion 0 seria ausencia de sangrado, y 1, hemorragia; se
esperaran 10 segundos después del sondaje para ver si existe dicho
sangrado. La descripcion original de este indice es en cuatro puntos
por diente, pero realizaremos una modificacion valorando los 6
puntos por diente anteriormente mencionados. Al final se hallara el
porcentaje de sangrado total de la boca (Ainamo and Bay, 1975).
Indice de movilidad de Miller (Miller, 1938):

* Clase I: Movilidad de hasta 1 mm de recorrido en

direccion horizontal.
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Clase II: Movilidad mayor de 1 mm de recorrido en

direccion horizontal.

Clase Il :
El movimiento excesivo tanto en direccion horizontal

como vertical

Indice de placa (Silness and Loe, 1964):

Puntuacién 0 = sin placa

Puntuacion 1 = una pelicula de placa adherida al margen
gingival libre y al area adyacente del diente. La placa
puede ser vista in situ sélo después de la aplicacién de un
revelador o mediante el uso de la sonda sobre la

superficie del diente.

Puntuacién 2 = acumulacién moderada de depositos
blandos en la bolsa, en el diente o en el margen gingival,

que puede ser visto con el ojo desnudo.

Puntuacion 3 = abundancia de materia blanda dentro de

la bolsay / o sobre el diente y el margen gingival.

Indice de afectacion furcal (Hamp y cols., 1975):

Clase I: El nivel de pérdida 6sea permite la inserciéon de
la sonda periodontal Nabers en la concavidad del tronco
radicular. El defecto de furca es inferior a 3 mm en

sentido horizontal.

Clase II: El nivel de pérdida 6sea permite la insercion de

una sonda periodontal Nabers en la zona de la
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bifurcaciéon entre las raices. El defecto de furca es al
menos de 3 mm en sentido horizontal (y por lo tanto, en
general, supera la mitad del espesor vestibulolingual del
diente), pero hay todavia algo de hueso interradicular

unido en el dngulo de la bifurcacion.

Clase III: El nivel de pérdida de masa 6sea permite
atravesar con la sonda Nabers de parte a parte la furca.
De vestibular a lingual en los molares inferiores. De
vestibular a mesio-palatino y disto-palatino en los
molares superiores. El defecto abarca toda la anchura del

diente; no existe hueso unido al angulo de la furcacién.

Este parametro clinico posteriormente no se analizara en el andlisis estadistico, sin

embargo, sigue el protocolo estandar de exploracion periodontal por lo que lo describimos

en este apartado.

- Exploracion radiografica:

En el grupo casos (estudio), se realiza una serie radiografica
completa formada por 18 radiografias, de las cuales 14 son
periapicales de incisivos, caninos, premolares y molares de todos los
cuadrantes, y 4, aletas de mordida verticales de premolares y
molares. Todas ellas se realizan con técnica radiografica
paralelizada mediante la utilizacion del sistema de paralelizacion O-
Ring y aparato de rayos X intraoral con el sistema de Durr dental ®
con placas de fosforo digitales.

En el grupo control sélo se realizaran dos aletas de mordidas
horizontales para confirmar la ausencia de pérdida de nivel de resta

osea.
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5.5. REGISTROS DE LABORATORIO
5.5.1. Cantidad de fluido crevicular

5.5.1.1. Calibrado del Periotron 8000:

El Periotron® 8000, segiin hemos citado en el apartado de introduccién es un
aparato que nos permite la medicion del volumen de fluido crevicular gingival, el cual es
recogido mediante puntas de papel absorbentes (Periopaper®). Este aparato se debe
calibrar correctamente antes de su utilizacion. En la pantalla aparece un niimero, definido
como Unidad de Periotron; para poder extrapolar estas unidades a microlitros es necesario
construir graficas de calibracion, utilizando cantidades de fluido conocidas.

Una vez encendido el equipo, se debe esperar durante 10 minutos. Se coloca una
punta de papel seca y se ajusta el dial hasta que aparece el cero en la pantalla digital, lo
que determina un nivel de conductancia 0. Posteriormente se van a ir colocando
incrementos de volumen de liquido conocido mediante la utilizacién de una una micro-
jeringa de Hamilton (volumen maximo 2pl, con gradaciones de 0°02ul). El liquido
utilizado para la calibracion es suero humano, por ser parecido al fluido crevicular gingival
tanto en viscosidad como en composicion (Chapple y cols., 1995).

Las puntas se transfieren a los sensores del Periotron® (2-3 segundos) de forma
rapida, para evitar errores de evaporacion. Las puntas se posicionan de una forma
estandarizada, con la linea naranja fuera de los sensores; a los 16 segundos de colocar las
tiras aparecerdn en la pantalla las unidades periotron. Finalmente, mediante una gasa
humedecida en alcohol, se limpian los sensores del Periotron® entre cada muestra.

Se midi6 al menos tres veces cada volumen conocido, después de cada muestra, y
se volvio a poner a cero. De esta forma obtenemos una serie de datos que nos permitira
obtener una curva de calibracion.
5.5.1.2. Toma y procesado del fluido crevicular

El protocolo de toma y procesado de las muestras es siempre el mismo para todos
los individuos de la muestra; sin embargo, en el caso de los individuos con patologia
periodontal merece una explicacidn mas precisa en cuanto a la eleccion del diente y toma
de muestra. En el grupo casos, se recogen 4 muestras de fluido crevicular, 2 por cada uno

de los dientes uniradiculares con las 2 situaciones clinicas descritas en los criterios de
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inclusion. En el grupo control se recogeran 2 muestras de una de las zonas de sondaje de

un diente uniradicular.

Protocolo de toma de muestra:

Eliminar la placa supragingival con una cureta estéril
sin tocar la encia, lavar con abundante agua, aislar con
rodillos de algodon y secar con aire para evitar la

contaminacion por saliva.

Se inserta la punta de Perio Paper® hasta notar
resistencia y dejarla durante 30 segundos. NOTA: Si el
papel se mancha de sangre o de detritos la muestra esta |

contaminada y hay que volver a tomarla.

Medir mediante el Periotron 8000® y el sofware

adecuado el volumen de cada una de las muestras.

Colocar las puntas de papel en un tubo Eppendorf
esterilizado, anadir a la muestra 100 microlitros de
buffer (PBS junto a inhibidores de las proteasas) y
se centrifuga a 15,000 rpm durante 5 min. Afadir
otros 100 microlitros de buffer y volver a

centrifugar a 15,000 rpm durante 5 min.

Conservar los 200 microlitros de cada muestra a

— 80°C hasta el momento de realizar el test ELISA.
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4

5.6. ENSAYO ELISA PARA 1A DETECCION DE OPG Y RANKL

La técnica ELISA (Ezyme Linked Inmuno Sorbent Assay) es una técnica
inmunoquimica analitica de laboratorio que se basa en la cuantificacion de determinada
sustancia mediante la utilizacion de complejos inmunes, es decir, los resultantes de la
conjugacion de anticuerpos y antigenos.

Concretamente se basa en la deteccion de un antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac),
inmovilizado sobre una fase solida de un soporte inmunoabsorbente y que reaccionan
directa o indirectamente con otros anticuerpos, inmunogenos o haptenos marcados con un
enzima.

El producto coloreado de este enzima puede ser medido espectrofotométricamente.

Disponemos de varios tipos de ELISAS: directo, indirecto y sandwich. Todos ellos
necesitan controles positivos y negativos.

En el método directo (no competitivo), la deteccion del antigeno se realiza
mediante un anticuerpo marcado con una enzima.

En el método indirecto (competitivo), el antigeno reacciona con un anticuerpo
primario contra el antigeno, y un anticuerpo secundario marcado contra el anticuerpo
primario. Este anticuerpo secundario es el que esta marcado enzimaticamente.

En el método tipo sdndwich, la placa contiene un anticuerpo fijado (monoclonal 6
policlonal) frente al antigeno problema; al unirse ambos, la reacciéon se pondra en
evidencia al afiadir un segundo anticuerpo marcado con un enzima. Este ensayo tiene una
gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificaciéon de sefial que permite el

segundo anticuerpo.

Fases generales del ensayo ELISA:

1. Conjugacion del anticuerpo o del antigeno con un enzima. Dicha union anticuerpo-
enzima o antigeno-enzima ha de producirse durante un determinado periodo de
tiempo en aras de producir una solucion coloreada y que pueda ser valorada
visualmente o cuantificada mediante un espectrofotdémetro. Si no transcurre el

tiempo adecuado para que se dé la reaccidon, no se evidenciard ningun color,
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interpretdindose este resultado como un falso negativo, disminuyendo la
sensibilidad de la técnica.

2. Unidn del antigeno (o del anticuerpo) a los pocillos. La unidon de anticuerpos o antigenos
se realiza con facilidad a la superficie de plésticos tratados que tienen, gran
afinidad por proteinas. Asi, el procedimiento de recubrimiento de los pocillos debe
realizarse cuidadosamente. Si se usa mucho antigeno, se pueden obtener falsos
positivos. Por el contrario, si se usa poco antigeno, el exceso dard lugar a una
reaccion falsa negativa.

3. Formacion de una o mas capas de inmunocomplejos. En el caso del antigeno unido a la
placa se puede detectar mediante un anticuerpo anti-antigeno marcado (ELISA
directo), o empleando un anticuerpo primario anti-antigeno y un secundario anti
primario marcado (ELISA indirecto). Este segundo método permite la
amplificacion de la senal al poderse unir uno o mas anticuerpos secundarios a cada
anticuerpo primario. En el caso del anticuerpo unido a la placa se incuba con una
mezcla de antigeno y antigeno marcado. Se ensayan diferentes relaciones de
antigeno frio frente a una cantidad fija de antigeno marcado. Es el ensayo de
competicion del antigeno. En esta etapa es muy importante controlar los factores
tiempo y temperatura de incubacion para evitar la aparicion de falsos negativos. En
el caso del tiempo, si es inferior a 15 minutos, no ocurrira la interaccién antigeno-
anticuerpo y el color no sera evidente al final del ensayo, dando un falso negativo.
Por su parte, si la temperatura de incubacion es muy baja, la formacion del
complejo antigeno-anticuerpo tampoco se completard en el tiempo establecido,
mientras que si es muy alta, las proteinas (antigeno y anticuerpo) se desnaturalizan
y por tanto disminuyen su capacidad para interaccionar, dando igualmente falsos
negativos.

4. Revelado de la reaccion enzimatica. Después de un lavado para eliminar todas las
moléculas marcadas no fijadas en forma de inmunocomplejos, se anade el sustrato
enzimatico en solucion. Se deja reaccionar y se lee la densidad optica (D.O.)

mediante espectrofotometria (Segura, 1996).
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Las especificaciones y detalles del proceso concreto de técnicas de ELISA dependeran
concretamente de la casa comercial utilizada para el analisis de cada una de las moléculas
a estudiar; en este caso para el RANKL, el kit comercializado “ RANKL (total Human
ELISA BioVendor) y para la OPG “(Bender MedSystems)

5.6.1. Kit aplicado para detectar el RANKL ( BioVendor)

Material contenido en el kit:

® Placa de 96 pocillos pre-recubiertos con anticuerpo Anti-RANK-L

® Cubre de placa adhesiva

e Anticuerpo biotinilado Anti-RANK-L

® Solucion estandar

® Diluyente estandar

® Reactivo de estreptavidina-HRP

e Control positivo y negativo

® Tampon de lavado

® Solucion de lavado concentrada (10X)

® Solucion de sustrato TMB

® Solucion de finalizacion

® Muestras

Todos los reactivos y las muestras deben estar a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de
usar.

Material necesario pero no proporcionado con el kit:

® Agua destilada

® Tubos de ensayo para la dilucion de muestras 500 ml, Fischerbrand ® (Fisher Scientific
®)

eUn cilindro y una botella graduada de cristal para la solucion de lavado

® Micropipeta (GILSON ®, Francia)
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e Material absorbente, por ejemplo toallas de papel, para secar la microplaca después del
lavado.

e Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific ®)

e Agitador de microplacas orbital (300 rpm aproximadamente) (P-selecta Agimatic-S ®)
eUn cilindro y una botella graduada de cristal para la solucién de lavado

e Espectofotometro (Spectra Max PLUS 384 ®)

Procedimiento:

® Preparar las diluciones para la curva estandar siguiendo las indicaciones del
fabricante.

e Anadir 100 pL de la solucion estandar en los pocillos por duplicado (relacion de
muestras), 100 pL de cada muestra en los pocillos por duplicado, cubrir la placa con el

adhesivo e incubar a 2-8°C durante 16-20 horas sin agitacion.
e Lavar 5 veces los pocillos con tampén de lavado (1x).

e Afadir 100 pL del anticuerpo Anti-RANK-L en los pocillos, cubrir la placa con el
adhesivo e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacion a 300 rpm en

un agitador orbital de microplaca.

® Lavar 5 veces los pocillos con tampon de lavado (1x).
e Afadir 100 pL de estreptavidina-HRP en cada uno de los pocillos, cubrir la placa
con el adhesivo e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora en agitacion a 300

rpm en un agitador orbital de microplaca.
e Lavar 5 veces los pocillos con tampon de lavado (1x).

e Aifiadir 100 pL de la solucion de sustrato a cada uno de los pocillos, guardar en

oscuridad la placa a temperatura ambiente durante 15 minutos.

e Finalizar la reaccion afiadiendo 100 pL de la solucién de finalizacion a cada uno de

los pocillos.

e Medir la absorbancia en espectrofotdémetro a A=450 nm.
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Célculos :
Los resultados se calcularan extrapolando la absorbancia de las muestras en una recta
patréon construida a partir de los valores de la curva estdndar, o bien sustituyendo los

valores de absorbancia en la ecuacion de la recta patron.

Human sRANKL (TOTAL) ELISA
Standard Curve

3.0

20 - Figura 5.1: Curva estandar tipica de RANK-L
b humana (Obtenido del manual de uso de

1 Human RANK-L ELISA kit. BioVendor)

05 4

Absorbance (A450 nm - AB30 nm)

0.0

0.1 10 100 100.0

Concentaion of human sRANKL (pmolf)

Caracteristicas del ensayo:

Sensibilidad:

El limite de deteccion (LDD) se calcula a partir de los valores reales RANK-L humano en
los pocillos y es 0,4 pmol /I .

Especificidad:

Los anticuerpos en el ELISA de RANK-L humano (total) son altamente especificos para
RANK-L humano (AA140-AA317 de la proteina RANK-L) sin reactividad cruzada
detectable a OPG humana, RANK y TNF-alfa, IL -6, IL-11 en 2 ng / ml.

Precision:

Intraensayo (Within-Run, n=8)

Sample Mean SD cv
(pmo/l) (pmo/l) (%)

1 698.2 50.6 7.25

2 373.3 43.0 11.51

Tabla 5.1: Parametros de precision intra-ensayo de RANK-L humana (Obtenida del
manual de uso de Human RANK-L ELISA kit.BioVendor)
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Sample Mean SD cv
(pmof)) (pmo/l) (%)

1 141.82 15.90 11.21
310.17 39.61 12.77

Tabla 5.2: Parametros de precision inter-ensayo de RANK-Lhumana (Obtenida del manual

de instrucciones de uso de Human RANK-L ELISA kit.BioVendor)

5.6.2. Kt aplicado para deteccion de OPG (Bender MedSystems)

Material contenido en el kit:

e Una bolsa de aluminio con las microplacas cubiertas por anticuerpo policlonal para
OPQG, biotina-conjugada (anticuerpo policlonal anti-OPG) y estreptavidina-HRP

® 2 bolsas con OPG humana para la realizacion de la curva estandar

® Diluyente estandar

e 2 placas adhesivas para cubrir

® Solucion de lavado concentrada (20X)

® Solucion de sustrato TMB ( tetramethyl- benzine)

® Solucion de finalizacion

Todos los reactivos y las muestras deben almacenarse a -20°

Material necesario pero no proporcionado con el kit:

® Agua destilada

® Tubos de ensayo para la dilucion de muestras 500 ml, Fischerbrand ® (Fisher Scientific

®)

oUn cilindro y una botella graduada de cristal para la solucién de lavado

® Micropipeta (GILSON ®, Francia)

e Material absorbente, por ejemplo toallas de papel, para secar la microplaca después del

lavado

e Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific ®)

e Agitador de microplacas orbital (300 rpm aproximadamente) (P-selecta Agimatic-S ®)
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eUn cilindro y una botella graduada de cristal para la solucion de lavado

® Espectofotometro (Spectra Max PLUS 384 ®)

Procedimiento

® Preparar las diluciones para la curva estandar siguiendo las indicaciones del
fabricante.

e Afadir 50 pL de la solucién estdndar en los pocillos por duplicado (relacion de
muestras), 50 uL de cada muestra en los pocillos por duplicado; cubrir la placa con el

adhesivo e incubar a temperatura ambiente (25°C), durante 3 horas en agitacion a 100

rpm en un agitador orbital de microplaca.

e Lavar 4 veces los pocillos con tampoén de lavado (1x), eliminar el exceso de tampon

de lavado mediante papel absorvente no mas de 15 min para no desecar la muestra.

e Anadir 100 pL del solucion sustrato TMB en los pocillos, cubrir la placa con el
adhesivo e incubar a temperatura ambiente durante 10 min sin exposicion directa a la

placa.

e Finalizar la reaccion afiadiendo 100 pL de la solucién de finalizacion a cada uno de

los pocillos.

e Medir la absorbancia en espectrofotometro a A=450 nm.

Célculos:
Los resultados se calcularan extrapolando la absorbancia de las muestras en una recta
patron construida a partir de los valores de la curva estandar, o bien sustituyendo los

valores de absorbancia en la ecuacion de la recta patron.

80



MATERIALES Y METODOS

3,0000

2,5000 Figura 5.2: Curva estandar

tipica de OPG humana

2,0000 -

(Obtenida del manual de

1,5000

instrucciones de uso de Human

OPG ELISA kit).

Absorption 450 nm

1,0000 -

0,5000 -
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Caracteristicas del ensayo:

Sensibilidad:

El limite de deteccion (LDD) se calcula a partir de los valores reales de OPG humano en

los pocillos y es 2,5 pg/ml .

Intraensayo (Within-Run, n=8)

human Osteoprotegerin Coefficient of
Sample Concentration (pg/ml) Variation (%)
1 1222 8.9
2 633 6.2
3 358 71
4 188 7.0
5 1168 7.5
6 601 5.3

Tabla 5.3: Parametros de precision intra-ensayo de OPG humana (Obtenida del manual de

instrucciones de uso de Human OPG ELISA kit.Bender MedSystems)
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Interensayo (Run-to-Run, n=3)

human
Osteoprotegerin
Positive Concentration Coefficient of
Sample Experiment (pg/ml) Variation (9%)
1 1172
1132
1361
645
603
650
369
354
352
212
163
190
1009
1038
1368
522
589
692

F'S
WM =WM<= =[N =[N =N =
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Tabla 5.4: Parametros de precision interensayo de OPG humana (Obtenida del manual de

instrucciones de uso de Human OPG ELISA kit Bender MedSystems)

5.7. INTERVENCION EN LA MUESTRA CASOS:

En el grupo de pacientes pertenecientes a la muestra casos, después de haber
recogido todos los datos clinicos, radiologicos y muestras de fluido crevicular, se realizara
tratamiento periodontal basico. El tratamiento consta de raspado y alisado radicular de los
4 cuadrantes sin la utilizacion de antisépticos o antibidticos de accion local. Como parte
del tratamiento, a los pacientes se les instruird en higiene oral, tanto en técnicas de
cepillado como en el uso de medidas de higiene interproximal. A las 4 semanas se les

citara para revaluar clinicamente y tomar nuevamente muestras del liquido crevicular.

5.8. SECUENCIA DEL DESARROLLO DEL ESTUDIO:

Dia 0 .- Los individuos de la muestra estudio seran seleccionados de la lista de espera de

pacientes de la facultad, de forma consecutiva. Los individuos del grupo control serdn
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alumnos de odontologia de 4° curso seleccionados consecutivamente por orden alfabético.
Seguidamente se realizara la anamnesis, y recogida de datos clinicos y radioldgicos.
Comprobacion de adecuacion a los criterios de inclusion y de exclusion del estudio. A los
individuos que cumplan los requisitos, se les explica en qué consiste el estudio, el
protocolo a seguir, y se le entrega consentimiento informado a cada paciente para que lo

lea y firme.

Dia 7.- Se tomaran las muestras de fluido crevicular de las zonas seleccionadas, y se

realizara el procesado de las mismas.

Dia 14.- Tratamiento periodontal (grupo casos): raspado y alisado radicular de 2

cuadrantes e instrucciones en higiene oral.

Dia 21.- Tratamiento periodontal (grupo casos): raspado y alisado radicular de los 2

cuadrantes restantes e instrucciones en higiene oral.

Dia 49.- Grupo casos: revaluacion periodontal, registros clinicos y toma de muestras de

fluido crevicular. Procesado de las muestras. Fin del estudio.

5.9, ESTUDIO ESTADISTICO:

Las variables primarias de la investigacion son las concentraciones de los
indicadores moleculares OPG y RANKL. El ratio entre RANKL y OPG es, también, un
indicador de la efectividad del tratamiento ya que integra la capacidad inhibitoria del OPG
con la capacidad estimulatoria del RANKL.

Los niveles de estas variables en los sujetos del grupo estudio se toman en dos
momentos del tiempo: pre y postratamiento (al mes del ultimo RAR).

Para los sujetos del grupo control, l6gicamente, solo se registra una mediciéon que se

considerard invariable a lo largo del seguimiento.
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En el grupo de sujetos enfermos, a su vez, como se ha descrito anteriormente, se toman las
muestras de una localizacion sana y de una localizacion enferma, a efectos de que la
primera sirva de control en las comparaciones intra-sujeto.

En primer lugar, se realizard un andlisis descriptivo que nos proporciona los estadisticos
mas relevantes para cada uno de los parametros: media, desviacion estandar, minimo,
maxima y mediana. Los pardmetros de media y desviacion estandar se han utilizado en las
representaciones graficas.

Como el grupo de individuos enfermos es reducido, se estima un modelo de Brunner-
Langer para datos longitudinales, donde tiempo y zona de la boca asumen el rol de factores
intra-individuo. Los efectos principales de estos factores y la interaccién entre ambos se
evaluan mediante un test ATS tipo ANOVA propio del modelo.

Para la comparacion de distribucion de un parametro entre el grupo control y el grupo test

en una zona de la boca y tiempo especifico, se utiliza el test de Mann-Whitney.

El objetivo de la calibracion del periotron se ha abordado mediante modelos de ajuste no
lineal de hasta cuarto grado polindmico, con la medida de periotron como variable
dependiente, y las diferentes potencias del volumen en pl como independientes. Se atendid
a los valores de los R? como indicadores de bondad del ajuste para determinar el modelo
optimo.

Dado que se dispone de 3 medidas consecutivas de periotron, se han obtenido indicadores

de reproducibilidad descriptivos como son la D de Dahlberg y el coeficiente de variacion.

Para la estimacion del error del método se utiliza la formula de Dahlberg, que
particularizada a las 7 mediciones del analisis actual se escribiria para una doble medicion

del pardmetro X:

T_1(Xy; — X51)?

d= 14

Se calcul6, asimismo, una estimacion del error relativo del método mediante la expresion:

error relativo = 100

=
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Donde es la media de las dobles mediciones de una dimension determinada. Este
indicador permite comparar el error del método entre diferentes dimensiones.

El nivel de significatividad empleado en los analisis ha sido el 5% (a=0.05).

El test estadistico del modelo de Brunner-Langer alcanza una potencia de 0,44 en el
objetivo de detectar como significativa una diferencia de magnitud media (compatible con
un tamano de efecto =0,25) asumiendo un nivel de confianza del 95%. Esta diferencia
esta referida a la comparacion de un factor intra.

Para una prueba de Mann-Whitney, en las mismas condiciones, con un nivel de
significatividad del 5%, y considerando un tamaio del efecto a detectar de 0,5 (medio), la

potencia alcanzada es 0,20 para detectar diferencias entre controles y enfermos.
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RESULTADOS

6.1. RESULTADOS MOLECULARES: OBJETIVO PRINCIPAL

6.1.1. Resultado primer objetivo principal: la primera de las cuestiones es si en el
grupo de pacientes con periodontitis existen diferencias en las concentraciones de
RANKL y OPG, a nivel del fluido crevicular, dependiendo del grado de salud
periodontal; y si estas concentraciones varian después del tratamiento. Para este

objetivo del estudio responderemos a dos preguntas concretas:

La primera pregunta es: ;Existen diferencias en la concentracion de dichos
pardmetros moleculares entre los zonas sanas y zonas enfermas de pacientes

diagnosticados de periodontitis cronica (grupo estudio)?

En la tabla 6.1 se muestran los estadisticos mds importantes de la zona sana
pretratamiento (RANKL_ZS 1), y de la zona enferma pretratamiento

(RANKL_ZE 1)

Tabla 6.1 Estadisticos principales de las concentraciones de RANKL en el grupo de pacientes con periodontitis
(grupo estudio), grupo zona sana (RANKL_ZS_1) y grupo zona enferma (RANKL_ZE_1) antes de realizado el

tratamiento periodontal (la concentracion expresada en pg/ml).

N 15 0 15
Media 56,543 . 56,543
Desviacion tipica 13,478 . 13,478
RANKL_ZS_1
Minimo 38,429 . 38,429
Méaximo 88,703 . 88,703
Mediana 51,120 . 51,120
N 15 0 15
Media 95,537 . 95,537
Desviacion tipica 13,821 . 13,821
RANKL_ZE 1
Minimo 71,715 . 71,715
Maximo 126,157 . 126,157
Mediana 91,369 . 91,369
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Figura 6.1 Concentracion media RANKL y desviacion tipica (pg/ml) en el grupo de pacientes con periodontitis
(grupo estudio), grupo zona sana pretratamiento (RANKL_ZS_ 1) y grupo zona enferma pretratamiento

(RANKL_ZE_1). * diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Los resultados de la figura 6.1 indican que existen diferencias estadisticamente
significativas (p<0,001) entre ambas localizaciones antes del tratamiento, siendo mas
elevados los valores de RANKL en la zona con afectacion periodontal. Para hallar este
resultado se ha utilizado un test estadistico tipo ANOVA (ATS) basado en el modelo

de Brunner-Langer.

En cuanto a la concentracion de OPG, en la Tabla 6.2 se muestran los estadisticos
mds importantes en la localizaciéon sana (OPG_ZS_1) y de la zona enferma
(OPG_ZE_1) antes de realizar el tratamiento periodontal. En la Figura 6.2 queda

reflejado el nivel de significatividad.
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Tabla 6.2 Estadisticos principales de las concentraciones de OPG (pg/ml) entre grupo zona sana pretratamiento

(OPG_ZS_1) y grupo zona enferma pretratamiento (OPG_ZE_1),.

N 15 0 15
Media 7,015 . 7,015
Desviacion tipica 4,339 . 4,339
OPG_ZS_1
Minimo 1,561 . 1,561
Maximo 18,878 . 18,878
Mediana 5,829 . 5,829
N 15 0 15
Media 3,054 . 3,054
Desviacion tipica 2,088 . 2,088
OPG_ZE 1
Minimo ,805 . ,805
Méximo 8,659 . 8,659
Mediana 2,341 . 2,341
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Figura 6.2 Concentracion media OPG (pg/ml) en el grupo estudio, zona sana pretratamiento (OPG_ZS_1) y zona

enferma pretratamiento (OPG_ZE_1). * diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Los resultados mostrados en la figura 6.2 indican que existen diferencias
estadisticamente significativas entre localizaciones clinicamente sanas y enfermas en
el momento pretratamiento (p<0,001), de manera que los niveles de OPG son menores
en la zona con periodontitis. Para hallar este resultado se ha utilizado un test

estadistico tipo ANOVA (ATS) basado en el modelo de Brunner-Langer.
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Estos resultados tienen un gran interés clinico puesto que aportan informacion
sobre la situacion de la salud periodontal. Es por ello, que ademés de los valores
absolutos de RANKL y OPG se ha procedido a calcular el ratio RANKL/OPG en la
zona sana y en la zona enferma antes del tratamiento periodontal (Ver Tabla 6.3 y

Figura 6.3).

Tabla 6.3 Estadisticos principales del ratio RANKL/OPG en grupo zonas sanas (RANKL OPG ZS 1) y zonas

enfermas antes de realizar el tratamiento periodontal (RANKL OPG ZE 1).

N 15 0 15
Media 10,804 . 10,804
Desviacion tipica 6,792 . 6,792
RANKL_OPG_ZS_1
Minimo 4,126 . 4,126
Maximo 30,344 . 30,344
Mediana 10,362 . 10,362
N 15 0 15
Media 45,125 . 45,125
Desviacion tipica 24,742 . 24,742
RANKL_OPG_ZE_1
Minimo 10,619 . 10,619
Maximo 89,101 . 89,101
Mediana 43,009 . 43,009
* RANNKL_OPG_z5_1
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Figura 6.3 Media de ratio RANKL/OPG entre grupo zona sana pretratamiento (RANKL OPG_ZS 1)y grupo zona
enferma pretratamiento (RANKL OPG ZE 1). * diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos,

siendo mas elevado los valores en el grupo zona enferma sin tratar.
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Las diferencias existentes en el ratio RANKL/OPG en la zona sana y enferma
del grupo estudio antes de realizar el tratamiento periodontal son estadisticamente
significativas (p<0,001), siendo los valores del ratio mayores en la zona enferma. Para
hallar este resultado se ha utilizado un test estadistico tipo ANOVA (ATS) basado en el
modelo de Brunner-Langer.

Estos resultados sefialan que ambas moléculas y el ratio de sus concentraciones

estan relacionadas con la destruccion dsea en el proceso patoldgico de la periodontitis.
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La segunda de las preguntas que nos planteamos para terminar de responder a este
primer objetivo es la siguiente: ;Los valores de RANKL y OPG en el grupo de
pacientes con periodontitis cambia después del tratamiento periodontal bdsico con
raspado y alisado radicular? o dicho de otra manera: ;Cual es el impacto del
tratamiento periodontal bdsico sobre la concentracion de estas moléculas en el

Fluido Crevicular de pacientes con periodontitis cronica?

En la tabla 6.4 y grafico 6.4 podemos ver los datos descriptivos mas
importantes del comportamiento del RANKL antes y después de tratamiento

periodontal en el grupo estudio.

Tabla 6.4 Descripcion de los estadisticos mas importantes de concentracion RANKL (pg/ml) antes (T1) y después
(T2) del tratamiento periodontal. En T1 tenemos los valores referentes a grupo zona sana pretratamiento
(RANKL ZS 1)y grupo zona enferma pretratamiento (RANKL ZE 1). En T2 tenemos los valores de grupo zona
sana postratamiento (RANKL ZS 2)y los valores zona enferma postratamiento (RANKL ZE 2).

N 15 0 15
Media 56,543 . 56,543
Desviacion tipica 13,478 . 13,478
RANKL_ZS 1
Minimo 38,429 . 38,429
Méximo 88,703 . 88,703
Mediana 51,120 . 51,120
N 15 0 15
Media 95,537 . 95,537
Desviacion tipica 13,821 . 13,821
RANKL_ZE 1
Minimo 71,715 . 71,715
Maximo 126,157 . 126,157
Mediana 91,369 . 91,369
N 15 0 15
Media 60,857 . 60,857
Desviacion tipica 18,856 . 18,856
RANKL_ZS 2
Minimo 37,812 . 37,812
Maximo 101,922 . 101,922
Mediana 53,163 . 53,163
N 15 0 15
Media 68,866 . 68,866
Desviacion tipica 21,187 . 21,187
RANKL_ZE 2
Minimo 40,933 . 40,933
Méaximo 117,429 . 117,429
Mediana 61,433 . 61,433
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Figura 6.4 Concentracion media de RANKL (pg/ml) antes (T1) y después del tratamiento peridontal basico (T2) en
el grupo de zona sana de individuos con periodontitis (RANKL ZS) y en el grupo de zona enferma de individuos

con periodontitis (RANKL ZE). * diferencias estadisticamente significativas en el grupo RANKL ZE al realizar el
tratamiento periodontal basico.

En la figura 6.4 se observa como el RANKL de los sujetos del grupo estudio se
mantiene practicamente invariable de T1 (pretratamiento) a T2 (postratamiento) en la
zona sana; pero desciende significativamente en la zona enferma.

Se aplico un modelo no paramétrico de Brunner-Langer en el grupo Test, con

factores tiempo, zona de la boca e interaccion.

La conclusion mas importante es que existe un efecto de interaccion entre
tiempo y zona (p<0,001). Es decir, la zona enferma y la zona sana de los pacientes del
grupo test estan evolucionando de forma totalmente distinta.

Se produce una disminucion significativa de los valores RANKL de T1 a T2 en la
zona enferma (p = 0,005) y ello indica que el tratamiento periodontal basico puede
interferir esta via molecular en la patogenia de la periodontitis. Estos resultados
también indican que en la zona sana el nivel del parametro RANKL no cambia

después de ser tratada (p=0,233). Ademads, cuando se estudia en el tiempo T2,
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correspondiente al tiempo postratamiento, no existe diferencia en los valores de
RANKL entre ambas zonas (sana y enferma tratada) (p= 0173).

Por lo tanto, parece que el tratamiento periodontal basico en las zonas enfermas
provoca una disminucion en los niveles de RANKL , de forma que se igualan a los de

las zonas sanas (antes o después del tratamiento).

Con respecto a los niveles de OPG en relacion a los tiempos de medida y zona de

la boca (zonas sanas y zonas enfermas) en los pacientes con periodontitis cronica, los

resultados obtenidos quedan reflejados en la Tabla 6.5 y Grafica 6.5 .

Tabla 6.5 Estadisticos mas importantes de concentracion OPG (pg/ml) antes (T1) y después (T2) del
tratamiento periodontal basico. En T1 se muestran los valores referentes a grupo zona sana pretratamiento

(OPG_ZS 1) y grupo zona enferma pretratamiento (OPG_ZE 1). En T2, los valores de grupo zona sana pos-
tratamiento (OPG_ZS 2)y los valores zona enferma pos-tratamiento (OPG_ZE 2).

N 15 0 15
Media 7,015 . 7,015
Desviacion tipica 4,339 . 4,339
OPG_ZS_1
Minimo 1,561 . 1,561
Méximo 18,878 . 18,878
Mediana 5,829 . 5,829
N 15 0 15
Media 3,054 . 3,054
Desviacion tipica 2,088 . 2,088
OPG_ZE_1
Minimo ,805 . ,805
Maximo 8,659 . 8,659
Mediana 2,341 . 2,341
N 15 0 15
Media 6,694 . 6,694
Desviacion tipica 3,897 . 3,897
OPG_ZS 2
Minimo 2,610 . 2,610
Méximo 14,195 . 14,195
Mediana 5,268 . 5,268
N 15 0 15
Media 6,605 . 6,605
Desviacion tipica 4,768 . 4,768
OPG_ZE_2
Minimo 1,341 . 1,341
Méaximo 20,049 . 20,049
Mediana 4,659 . 4,659
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Figura 6.5 Evolucion de la concentracion media de OPG (pg/ml). Segiin tiempo: antes (T1) y después del
tratamiento periodontal basico (T2). En funcién del grupo: de zona sana de individuos con periodontitis (OPG_ZS)
y en el grupo de zona enferma de individuos con periodontitis (OPG_ZE). * diferencias estadisticamente

significativas en el grupo OPG_ZE entre T1 y T2.

La situacion se presenta similar a la que hemos observado con el parametro
RANKL. Los cambios parecen darse s6lo en la zona enferma de la boca, en sentido
ascendente; es decir, los niveles de OPG aumentan posteriormente al tratamiento en la
zona enferma (Figura 6.5). Para confirmar estas observaciones descriptivas se
realizaron pruebas mediante el método de Brunner- Langer.

Puede concluirse, que la evolucién en el tiempo del OPG depende fuertemente
de la zona que se esté analizando y no puede valorarse de forma independiente a la
misma. Existe un_incremento de pretratamiento (T1) a postratamiento (T2) en el grupo
de zonas enfermas (p=0,009); pero en la zona sana hay una estabilidad de la OPG
(p=0,910).

Finalmente, puede hablarse de una homogeneidad del nivel de OPG
posteriormente al tratamiento (T2) entre ambos grupos, tanto en la zona enferma como
no enferma (p=0,955).

Bioldgicamente este resultado puede significar que el tratamiento periodontal
basico resulta en una mayor proteccion a la osteolisis.
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Para terminar de responder esta pregunta, analizamos la interrelacion entre los
niveles de RANKL y OPG en forma de ratio RANKL/OPG. En la tabla 6.6 y la figura

6.6, donde se presentan los estadisticos basicos referidos al ratio .

Tabla 6.6 Estadisticos mas importantes de ratio RANKL/OPG antes (T1) y después (T2) del tratamiento
periodontal basico. En T1 aparecen los valores referentes a grupo zona sana pretratamiento (RANKL_OPG_ZS 1)
y a grupo zona enferma pretratamiento (RANKL OPG ZE 1). En T2 tenemos los valores de grupo zona sana
postratamiento (RANKL OPG_ZS 2)y los valores zona enferma postratamiento (RANKL OPG_ZE 2).

N 15 0 15
Media 10,804 . 10,804
Desviacion tipica 6,792 . 6,792
RANKL_OPG_ZS_1
Minimo 4,126 . 4,126
Maximo 30,344 . 30,344
Mediana 10,362 . 10,362
N 15 0 15
Media 45,125 . 45,125
Desviacion tipica 24,742 . 24,742
RANKL_OPG_ZE 1
Minimo 10,619 . 10,619
Maximo 89,101 . 89,101
Mediana 43,009 . 43,009
N 15 0 15
Media 12,713 . 12,713
Desviacion tipica 8,431 . 8,431
RANKL_OPG_ZS_2
Minimo 2,664 . 2,664
Maximo 31,828 . 31,828
Mediana 11,622 . 11,622
N 15 0 15
Media 17,009 . 17,009
Desviacion tipica 14,749 . 14,749
RANKL_OPG_ZE 2
Minimo 2,042 . 2,042
Maximo 60,962 . 60,962
Mediana 12,081 . 12,081
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Figura 6.6 Evolucion del ratio RANKL/OPG. Segtn tiempo: antes (T1) y después del tratamiento periodontal

basico (T2). En funcién del grupo: de zona sana de individuos con periodontitis (RANKL_OPG_ZS) y en el grupo

de zona enferma de individuos con periodontitis (RANKL OPG_ZE). * diferencias estadisticamente significativas
en el grupo RANKL OPG ZE entre T1y T2.

Dado que las variaciones de T1 a T2 se producian en los dos pardmetros

medidos (RANKL y OPG) y en sentido contrario, es totalmente logica la fuerte
disminucidon observada para el ratio entre ambos pardmetros analizados (RANKL/
OPGQG). Esta tendencia descriptiva se comprueba mediante un modelo de Brunner-
Langer.
La conclusiéon mas importante es que existe un efecto de interaccion entre tiempo y
zona (p<0,001). Es decir, la zona enferma y la zona sana de los pacientes del grupo
test estan evolucionando de forma totalmente distinta en lo que respecta al ratio
evaluado RANKL/OPG.

Se produce una disminucidon significativa desde el ratio del momento
pretratamiento (T1) al postratamiento (T2) en las zonas enfermas (p=0,005) (Figura
6.6). Sin embargo, en la zona sana el nivel del pardmetro no cambia (p=0,570).

En el grupo de pacientes estudio, después del tratamiento de raspado y alisado

radicular no se observan diferencias entre zona sana y zona enferma tratada (p=0,307).
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Este resultado sugiere que el tratamiento de raspado y alisado radicular en los
enfermos periodontales es capaz de provocar cambios en los valores del ratio
RANKL/OPG favorables hacia una mayor protecciéon a la osteolisis, en el mismo
grado que ocurre en las zonas sanas.

En resumen, en pacientes con periodontitis cronica:

- EI RANKL y el ratio RANKL/OPG es mayor en las zonas enfermas que en las

sanas, y lo contrario ocurre con la OPG.

- El tratamiento periodontal basico hace disminuir tanto el RANKL como el
ratio RANKL/OPG, mientras que hace aumentar la OPG; por lo tanto tiene un

efecto molecular de proteccion contra la osteolisis.
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.1.2. Resulta 1 n jetivo principal: el segundo de los objetivos
planteados pretende buscar las diferencias en los niveles de RANKL y OPG en el
fluido crevicular, entre el grupo de individuos periodontalmente sanos y el grupo
de pacientes con enfermedad periodontal con diferentes grado de salud. Para ello

nos plantemos tres preguntas que responderan a esta cuestion.

¢ Existen diferencias en los niveles de RANKL y OPG en el fluido crevicular del
surco de individuos sanos cuando los comparamos con los de localizaciones con

afectacion periodontal de los pacientes con periodontitis?

Con respecto al RANKL podemos ver en la siguiente tabla y figura (Tabla 6.7,
Figura 6.7) como existen diferencias significativas siendo los valores de RANKL mas

bajos en individuos con salud periodontal.

Tabla 6.7 Estadisticos principales de concentracion de RANKL (pg/ml) en funcién de grupo. Se muestra el grupo
control (RANKL) formado por individuos periodontalmente sanos y el grupo zona enferma pretratamiento

(RANKL_ZE_1) de individuos con patologia periodontal.

‘N 10 N 15
Media 63,128 Media 95,537
RANKL Desviacion tipica 23,830 RANKL ZE 1 Desviacion tipica 13,821
¢ Minimo 47,335 Minimo 715
Maximo 126,157 Maximo 126,157
. Mediana 53,452 Mediana 91,369
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Figura 6.7 Valores medios de concentracion RANKL (pg/ml) en funcion del grupo: grupo control (RANKL) y

grupo zona enferma pretratamiento (RANKL_ZE 1) en individuos con periodontitis.  * diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Los resultados mostrados en la figura 6.7 indican que los niveles del ligando
soluble RANKL fueron significativamente mayores en las zonas enfermas en aquellos
individuos con periodontitis antes de la aplicacion del tratamiento de raspado y alisado
radicular. Lo que supondria una mayor actividad osteocldstica en las zonas con
periodontitis. Estas diferencias son estadisticamente significativas (p<0,001). Se ha
utilizado un test estadistico tipo ANOVA (ATS) basado en el modelo de Brunner-
Langer.

En relacion a la OPG, claramente se observa (Tabla 6.8 y Figura 6.8) que los

valores de OPG son mucho maés elevados en el surco gingival de sujetos sanos.

Tabla 6.8 Estadisticos principales de concentracion de OPG (pg/ml) en funcién de grupo: Grupo control (OPG)
formado por individuos periodontalmente sanos y el grupo zona enferma pretratamiento (OPG_ZE_1) de

individuos con patologia periodontal.

N 10 N 15

Media 31,102 Media 3,054

Desviacion tipica 7,899 Desviacion tipica 2,088
OPG OPG_ZE_1 :

Minimo 15,463 Minimo ,805

Maximo 44171 Maximo 8,659

Mediana 30,695 Mediana 2,341
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Figura 6.8 Valores medios de concentracion OPG (pg/ml) en zonas de pacientes sin periodontitis (grupo control) y
en zonas enfermas de individuos con periodontitis (grupo estudio) antes del tratamiento (color marrén). *

diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos.

Es evidente que estas diferencias descriptivas en el plano estadistico son
significativas, teniendo un p-valor<0,001. Se ha utilizado un test estadistico de Mann-
Whitney. Este resultado subraya que los niveles de OPG son mas elevados en el grupo

de individuos sanos que en la zona enferma de pacientes con periodontitis.

Por lo tanto los resultados mostrados en la figura 6.8 indican que los niveles de
OPG estan significativamente reducidos en las zonas enfermas en individuos con
periodontitis cuando los comparamos con los niveles medios de OPG en los
individuos sanos control.
Este hecho va a tener una consecuencia directa en el ratio RANKL/OPG.
Segun los resultados que obtenemos para el ratio RANKL/OPG, queda claro que
existen diferencias significativas entre ambas zonas (zonas sanas de individuos sanos
control y zonas enfermas de pacientes con periodontitis). Observar en las tablas y

figuras siguientes (Tabla 6.9 y Figura 6.9).
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Tabla 6.9 Estadisticos principales de ratio RANKL/OPG en Grupo control (RANKL_OPG) formado por individuos
periodontalmente sanos y el Grupo zona enferma pretratamiento de individuos con periodontitis

(RANKL_OPG_ZE_1).

L 10 N 15
| Media 2.207 Media 45,125
i Desviacion tipica 1,129 Desviacion tini 20742
RANKL_OPG S RANKL_OPG_ZE 1 esviacion tipica .
 Minimo 1171 Minimo 10,619
i Méximo 4,245 Méximo 89,101
Mediana 1,800 Mediana 43,009
RANKL_OPG
B RANKL_OPG_ZE_1
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Figura 6.9 Valores medios de ratio RANKL/OPG en cada grupo: Grupo control (RANKL_OPG) y Grupo zona

enferma pretratamiento en individuos con periodontitis (RANKL_OPG_ZE_1). * diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos.

Aplicado el test de Mann-Whitney las diferencias resultan estadisticamente
significativas, con un p-valor <0,001. Estos resultados son acordes con lo esperado
bioldgicamente, una mayor actividad destructiva 6sea en la zona enferma y por tanto

un mayor ratio RANKL/OPG.
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JExisten diferencias en los niveles de RANKL y OPG entre el fluido crevicular de
individuos sanos con respecto al fluido de las zonas sanas de los pacientes con

periodontitis (grupo estudio)?

Los datos sobre los niveles de RANKL se exponen en la tabla y figura 6.10,

Tabla 6.10 Estadisticos principales de concentracion de RANKL (pg/ml) en funcién de grupo: grupo control
(RANKL) formado por individuos periodontalmente sanos y el grupo zona sana pretratamiento (RANKL_ZS_1) de

individuos con periodontitis.

N 10 N 15
 Media 63,128 Media 56,543
Desviacion tipica 23,830 Desviacion tipica 13,478
RANKL i RANKL_ZS 1
Minimo 47,335 Minimo 38,429
| Méximo 126,157 Maximo 88,703
Mediana 53,452 Mediana 51,120
120 RANKL RANKL_ZS_1
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Figura 6.10 Valores medios de concentracion RANKL (pg/ml) en funcién del grupo: grupo cotrol (RANKL) y

grupo zona sana pretratamiento (RANKL_ZS_1) en individuos con periodontitis.

Al aplicar la prueba estadistica del test de Mann-Whitney, se obtuvo un valor p de

0,461, por lo tanto no aparecen diferencias estadisticamente significativas entre los

niveles de RANKL.
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En cuanto al estudio de los niveles de OPG, se muestran los resultados en la

tabla y figura 6.11.

Tabla 6.11 Estadisticos principales de concentracion de OPG (pg/ml) en funcién de grupo: Grupo control (OPG)
formado por individuos periodontalmente sanos y el grupo zona sana pretratamiento (OPG_ZS_1) de individuos

con patologia periodontal.

PN 10 EN 15
 Media 31,102 | Media 7,015
Desviacion tipica 7,899 Desviacion tipica 4,339
0PG P OPG ZS 1 : .
i Minimo 15,463 i Minimo 1,561
. Maximo 4171 | Maximo 18,878
 Mediana 30,695 | Mediana 5,829
OPG OPG_75 1
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Figura 6.11 Valores medios de concentracion OPG (pg/ml) en funcién del grupo: grupo control (OPG) y grupo

zona sana pretratamiento (OPG_ZS_1) en individuos con periodontitis (grupo estudio). * diferencias

estadisticamente significativas entre ambos grupos.

A la vista de las diferencias entre ambos niveles la prueba estadistica de
Mann-Whitney confirma que esa diferencia es estadisticamente significativa
obteniendose un p-valor < 0,001.

Estos resultados indican que los niveles de OPG son bajos en las zonas sanas
de individuos que padecen periodontitis cuando los comparamos con los niveles
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medios que encontramos en individuos sanos (sin periodontitis). Por lo tanto,
podriamos pensar que el paciente con periodontitis tiene una menor proteccion ante el

proceso de resorcion Osea.

Finalmente analizamos la combinacion de las concentraciones de ambos

parametros valorando el ratio RANKL/OPG (Tabla 6.12, Figura 6.12).

Tabla 6.12 Estadisticos principales de ratio RANKL/OPG en funcién de grupo: Grupo control (RANKL_OPG)
formado por individuos periodontalmente sanos y el grupo zona sana pretratamiento (RANKL_OPG_ZS_1) de

individuos con patologia periodontal (grupo estudio).

PN 10 N 15
| Media 2,207 Media 10,804
jacion tipi Desviacion tipica 6,792
RANKL OPG Desviacion tipica 1,129 RANKL_OPG_Z5_1 pi
- i Minimo 1,171 Minimo 4,126
Maximo 4,245 Maximo 30,344
| Mediana 1,800 Mediana 10,362
30 RANKL_OPG
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Figura 6.12 Valores medios de ratio RANKL/OPG en funcién del grupo: grupo control (OPG) y grupo zona sana

pretratamiento (OPG_ZS_1) en individuos con periodontitis (grupo estudio). * diferencias estadisticamente

significativas entre ambos grupos.
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Tras el analisis estadistico mediante pruebas de Mann-Whitney , determin6 que
el ratio RANKL/OPG es significativamente mas bajo en el grupo control sano que en
la zona sana de los pacientes antes del tratamiento periodontal (p-valor <0,001). Este
dato sefiala que la medida RANKL/OPG puede ser un pardmetro analitico relevante en
la valoracion patogénica de la afectacion periodontal en el fluido crevicular, y que
cierta alteracion basal de ratio RANKL/OPG pueda interpretarse como factor de
susceptibilidad del individuo a la osteolisis.

En resumen: al comparar los niveles en individuos sanos con los de las zonas
sanas de pacientes con periodontitis, se observa que la concentracion de OPG es
menor en estas Ultimas. Por lo tanto, aunque son zonas clinicamente sanas pero de
pacientes que padecen periodontitis, estin menos protegidas a la osteolisis ante un

aumento de los niveles de RANKL.
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La ultima de las cuestiones de este apartado es la siguiente: ;Qué diferencias
existen en las concentraciones de RANKL y OPG en fluido crevicular entre el grupo
de individuos periodontalmente sanos y el grupo de pacientes después del
tratamiento periodontal?, o expresada de otra manera: ;El tratamiento periodontal

basico provoca una situacion de mayor proteccion molecular a la osteolisis?

El la tabla 6.13 y figura 6.13 se muestran los resultados obtenidos respecto al

RANKL.

Tabla 6.13 Estadisticos mas importantes de concentracion RANKL (pg/ml): en el Grupo control (individuos
periodontalmente sanos (RANKL)); Grupo estudio (pacientes con periodontitis) antes (T1) y después (T2) del
tratamiento periodontal basico. En T1 aparecen los valores referentes a grupo zona sana pretratamiento
(RANKL ZS 1)y grupo zona enferma pretratamiento (RANKL ZE 1). En T2 se observan los valores de grupo
zona sana pos-tratamiento (RANKL ZS 2)y los valores zona enferma pos-tratamiento (RANKL ZE 2).

GRUPO
Total Control Estudio
N 10 10 0
Media 63,128 63,128
Desviacion tipica 23,830 23,830
RANKL
Minimo 47,335 47,335
Méximo 126,157 126,157
Mediana 53,452 53,452 .
N 15 0 15
Media 56,543 . 56,543
Desviacion tipica 13,478 . 13,478
RANKL_ZS 1
Minimo 38,429 . 38,429
Méximo 88,703 . 88,703
Mediana 51,120 . 51,120
N 15 0 15
Media 95,537 . 95,537
Desviacion tipica 13,821 . 13,821
RANKL_ZE 1
Minimo 71,715 . 71,715
Maximo 126,157 . 126,157
Mediana 91,369 . 91,369
N 15 0 15
Media 60,857 . 60,857
Desviacion tipica 18,856 . 18,856
RANKL_ZS 2
Minimo 37,812 . 37,812
Méaximo 101,922 . 101,922
Mediana 53,163 . 53,163
N 15 0 15
Media 68,866 . 68,866
Desviacion tipica 21,187 . 21,187
RANKL_ZE 2
Minimo 40,933 . 40,933
Méximo 117,429 . 117,429
Mediana 61,433 . 61,433
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Figura 6.13 Concentraciéon media de RANKL (pg/ml) en el grupo control (RANKL) y grupo estudio antes (T1) y

después del tratamiento periodontal bdsico (T2) en el grupo de zona sana de individuos con periodontitis
(RANKL _ZS) y en el grupo de zona enferma de individuos con periodontitis (RANKL_ZE). * diferencias

estadisticamente significativas en el grupo RANKL ZE al realizar el tratamiento periodontal basico.

Puesto que para el grupo control solo existe una medicion (independiente de

los factores intra tiempo y zona de la boca), se compararon las distribuciones de

RANKL a través de pruebas de Mann-Whitney.

Podemos observar que las concentraciones de RANKL en el grupo estudio
antes de realizar el tratamiento periodontal, son mas elevadas en la zona enferma que
en la sana, siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p-valor < 0,001). Sin
embargo, estos valores (zona sana de pacientes con periodontitis) no difieren (p-Valor
= 0,461) a los valores obtenidos en el grupo control (individuos sin patologia
periodontal)

Una vez se realiza el tratamiento periodontal, se observa una importante
disminucién en la concentracion de RANKL en la zona enferma de los pacientes
periodontales, no existiendo diferencias estadisticamente significativas con respecto al

las zonas sanas de estos pacientes ( p-valor = 0,367)
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De estos datos podemos concluir que los niveles de RANKL en individuos
sanos no difieren de los niveles en individuos con periodontitis una vez realizado el
tratamiento periodontal, independientemente de que la zona fuera sana o con
periodontitis.

Podemos por tanto concluir que los resultados en relacion a la concentracion de
RANKL concuerdan con lo esperado biologicamente, produciéndose una disminucion
de los niveles de dicho mediador en la zona enferma después del tratamiento
llegandose a alcanzar valores semejantes a los encontrados en el grupo control de
individuos sanos.

Los datos de concentracion de OPG se muestran en tabla 6.14 y figura 6.14.
Tabla 6.14: Estadisticos mas importantes de concentraciéon OPG (pg/ml) en el grupo control (OPG) y el grupo

estudio antes (T1) y después (T2) del tratamiento periodontal basico. En T1 tenemos los valores referentes a grupo

zona sana pretratamiento (OPG_ZS 1) y grupo zona enferma pretratamiento (OPG_ZE 1). En T2 tenemos los

valores de grupo zona sana postratamiento (OPG_ZS 2)y los valores zona enferma postratamiento (OPG_ZE 2).

GRUPO
Total Control Estudio
N 10 10 0
Media 31,102 31,102
Desviacion tipica 7,899 7,899
OPG
Minimo 15,463 15,463
Maximo 44,171 44,171
Mediana 30,695 30,695 .
N 15 0 15
Media 7,015 7,015
Desviacion tipica 4,339 4,339
OPG_ZS 1
Minimo 1,561 1,561
Méximo 18,878 18,878
Mediana 5,829 . 5,829
N 15 0 15
Media 3,054 3,054
Desviacion tipica 2,088 2,088
OPG_ZE_1
Minimo ,805 ,805
Maximo 8,659 8,659
Mediana 2,341 . 2,341
N 15 0 15
Media 6,694 6,694
Desviacion tipica 3,897 3,897
OPG_ZS_2
Minimo 2,610 2,610
Méaximo 14,195 14,195
Mediana 5,268 . 5,268
N 15 0 15
Media 6,605 6,605
Desviacion tipica 4,768 4,768
OPG_ZE_2
Minimo 1,341 1,341
Méaximo 20,049 20,049
Mediana 4,659 4,659
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Figura 6.14 Concentracion media de OPG (pg/ml) Seglin grupo y tiempo: grupo control (OPG) y grupo estudio
antes (T1) y después del tratamiento peridontal basico (T2). En funcién del grupo: de zona sana de individuos con
periodontitis (OPG_ZS) y en el grupo de zona enferma de individuos con periodontitis (OPG_ZE). * diferencias

estadisticamente significativas en el grupo OPG_ZE entre T1 y T2. ** Diferencias estadisticamente significativas

entre grupo control y el resto de grupos.

Para determinar las diferencias estadisticas entre diferentes grupos utilizaremos
las pruebas para muestras independientes de Mann-Whitney. Los resultados mostrados
en la figura 6.14 indican que los valores de OPG del grupo control (individuos
periodontalmente sanos) son siempre significativamente mas elevados que los de
cualquier localizacion y/o tiempo en los pacientes del grupo estudio, con p-valores
<0,001. Estos resultados confirman nuestras observaciones anteriores y demuestran
que los pacientes periodontales van a tener menores niveles de OPG
independientemente de la zona analizada en el momento de pretratamiento. Sin
embargo, los niveles de OPG aumentan significativamente en la zona enferma de los
pacientes periodontales tras la aplicacion del tratamiento, llegando a ser comparables a
los encontrados en la zona sana de estos mismos pacientes. Pero, tal y como se
muestra en la figura 6.14, los niveles de OPG nunca consiguen llegar a niveles
comparables a los de los individuos sanos.

En base a estos resultados podriamos pensar que los individuos

periodontalmente sanos tienen unos niveles basales de OPG mayores que los

110



RESULTADOS

pacientes que padecen periodontitis, lo que estaria directamente ligado con la mayor o
menor susceptibilidad (proteccion ante la resorcion dsea). La otra de las explicaciones
estaria relacionada con la edad de los pacientes, es decir el grupo control esta formado
por individuos mas jovenes que el grupo estudio y podria ser que este parametro
influyese en los niveles basales de OPG.

En este punto, analizamos los datos del ratio RANKL/OPG como integracion de

ambos parametros (Tabla 6.15 y Figura 6.15).

Tabla 6.15  Estadisticos mas importantes de ratio RANKL/OPG segin grupo y tiempo: grupo control
(RANKL OPG) y grupo estudio antes (T1) y después (T2) del tratamiento periodontal basico. En T1 tenemos los
valores referentes a grupo zona sana pretratamiento (RANKL OPG ZS 1) y grupo zona enferma pretratamiento
(RANKL OPG ZE 1). En T2 tenemos los valores de grupo zona sana postratamiento (RANKL OPG_ZS 2)y los
valores zona enferma postratamiento (RANKL OPG ZE 2)

GRUPO
Total Control Estudio
N 10 10 0
Media 2,207 2,207
Desviacion tipica 1,129 1,129
RANKL_OPG
Minimo 1,171 1,171
Maximo 4,245 4,245
Mediana 1,800 1,800 .
N 15 0 15
Media 10,804 . 10,804
Desviacion tipica 6,792 . 6,792
RANKL_OPG_ZS_1
Minimo 4,126 . 4,126
Maximo 30,344 . 30,344
Mediana 10,362 . 10,362
N 15 0 15
Media 45,125 . 45,125
Desviacion tipica 24,742 . 24,742
RANKL_OPG_ZE 1
Minimo 10,619 . 10,619
Maximo 89,101 . 89,101
Mediana 43,009 . 43,009
N 15 0 15
Media 12,713 . 12,713
Desviacion tipica 8,431 . 8,431
RANKL_OPG_ZS_2
Minimo 2,664 . 2,664
Maximo 31,828 . 31,828
Mediana 11,622 . 11,622
N 15 0 15
Media 17,009 . 17,009
Desviacion tipica 14,749 . 14,749
RANKL_OPG_ZE 2
Minimo 2,042 . 2,042
Maximo 60,962 . 60,962
Mediana 12,081 . 12,081
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Figura 6.15 Evolucién del ratio RANKL/OPG. Segtin grupo y tiempo: Grupo control (RANKL_OPG) y grupo
estudio antes (T1) y después del tratamiento peridontal basico (T2). En funcién del grupo: de zona sana de
individuos con periodontitis (RANKL_OPG_ZS) y en el grupo de zona enferma de individuos con periodontitis
(RANKL OPG_ZE). * diferencias estadisticamente significativas en el grupo RANKL OPG_ZE entre T1 y T2. **

Diferencias estadisticamente significativas entre grupo control y el resto de grupos.

Para poder detectar si la variacion en los niveles de ratio RANKL/OPG son
estadisticamente significativas antes y después del tratamiento periodontal en el grupo
estudio se ha realizado un estudio estadistico de tipo ANOVA (ATS).

Por una parte, la zona enferma después del tratamiento periodontal sufre una
disminucién de los niveles de ratio de forma significativa (p = 0,005), resultado que
concuerda con lo que esperdbamos. Esto significa que el ratio RANKL/OPG se ve
influido por el tratamiento periodontal, disminuyéndose la actividad osteoclastica. Por
otra parte, observamos que en la zona sana después del tratamiento no sufre un
cambio significativo (p =0,570) lo cual supone un resultado también acorde a nuestra

hipétesis. Cuando comparamos los niveles del ratio RANKL/OPG entre la zona
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enferma y zona sana después del tratamiento observamos que no existen diferencias
significativas ( p= 0,307).

Finalmente, para comparar el grupo control respecto al grupo estudio
realizaremos pruebas estadisticas de Mann-Whitney. El resultado que se obtiene es
que la distribucion del ratio RANKL/OPG de los sujetos controles siempre es
significativamente inferior respecto a cualquier otro grupo de comparacion.

Estos datos, como ya hemos comentado anteriormente, merecen un estudio
mas detallado considerando estos factores moleculares como marcadores de la
susceptibilidad innata, propia del paciente a la osteolisis en el proceso de la patologia

periodontal.
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2. RESULTAD LINCI : OBJETIVO SE DARI

El objetivo de este apartado es estudiar la respuesta clinica al tratamiento
periodontal basico. Se realiza de dos maneras:

1° Se aborda como unidad de estudio la localizacién

2° Se considera el paciente como la unidad de estudio
6.2.1 Resultados Clinicos: Unidad de estudio la localizacion.

6.2.1.1.- Profundidad de sondaje

La tabla siguiente presenta los estadisticos basicos referidos al sondaje en los

dos grupos de pacientes, tiempos de medida y zona de la boca:

Tabla 6.16: Estadisticos de profundidad de sondaje (mm) en funcioén de grupo y tiempo. Grupo control (S) y grupo
estudio: zona sana pretratamiento (S_ZS 1), zona enferma pretratamiento (S_ZE 1), zona sana postratamiento

(S_ZS 2)y zona enferma postratamiento (S_ZS 2).

GRUPO
Total Control Test
N 10 10 0
Media 2,300 2,300
s Desviacion tipica 483 483
Minimo 2,000 2,000
Maximo 3,000 3,000
Mediana 2,000 2,000 .
N 15 0 15
Media 2,533 . 2,533
$.25.1 Desviacion tipica 516 . 516
Minimo 2,000 . 2,000
Maximo 3,000 . 3,000
Mediana 3,000 . 3,000
N 15 0 15
Media 7,000 . 7,000
Desviacion tipica 1,254 . 1,254
S_ZE 1
Minimo 6,000 . 6,000
Maximo 10,000 . 10,000
Mediana 7,000 . 7,000
N 15 0 15
Media 2,267 . 2,267
Desviacion tipica ,704 . ,704
S 782
Minimo 1,000 . 1,000
Maximo 3,000 . 3,000
Mediana 2,000 . 2,000
N 15 0 15
Media 3,933 . 3,933
Desviacion tipica 1,163 . 1,163
S_ZE 2
Minimo 3,000 . 3,000
Maximo 7,000 . 7,000
Mediana 4,000 . 4,000
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Figura 6.16 Evolucion del de la profundidad de sondaje media. Segin grupo y tiempo: Grupo control (S) y grupo
estudio antes (T1) y después del tratamiento peridontal basico (T2). El grupo estudio se divide en zona sana (S_ZS)

y en el grupo de zona enferma (S_ZE). * diferencias estadisticamente significativas en el grupo S_ZE entre T1 y

T2. ** Diferencias estadisticamente significativas entre S ZSy S ZE en T2.

La principal observacion es la disminucion de la profundidad del sondaje en la
zona afectada del grupo estudio. Para corroborar esta apreciacion descriptiva de forma
estadistica se estima un modelo no paramétrico de Brunner-Langer en el grupo Test.
La profundidad media de la localizaciéon con periodontitis en el grupo estudio
disminuye de forma significativa una vez se realiza el tratamiento de raspado y alisado
radicular (p<0,001); en la zona sana se ve una tendencia a la disminucién pero no
siendo estadisticamente significativa (p=0,046).

A pesar de la disminuciéon de la profundidad de sondaje en la zona enferma
después del tratamiento no llega a igualarse a los niveles de la zona sana después del
tratamiento existiendo diferencias estadisticamente significativas (p<0,001).

La prueba estadistica aplicada cuando comparamos el grupo control con el
grupo estudio es diferente puesto que para el grupo control sdlo existe una medicién
(independiente de los factores intra tiempo y zona de la boca). Se comparan las
distribuciones de sondaje a través de pruebas de Mann-Whitney.

La conclusion mas evidente que sacamos es que la profundidad de sondaje

media en la zona sana del grupo estudio no difiere con la del grupo control tanto antes
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del tratamiento (p<0,338) como después del tratamiento (p<0,978).

En la zona enferma del grupo estudio a pesar de existir una disminucion
estadisticamente significativa de la profundidad de sondaje de T1 a T2, no llega a
igualarse a los valores que encontramos en el grupo control existiendo por tanto,

diferencias estadisticamente significativas (p<0,001) como vemos en la figura 6.16.

6.2.1.2. Nivel de insercion clinica

Anélogamente, se analiza el pardmetro de nivel de insercion clinica:

Tabla 6.17: Estadisticos de nivel de insercion (mm) en funciéon de grupo y tiempo. Grupo control (IC) y grupo
estudio: zona sana pretratamiento (IC_ZS 1), zona enferma pretratamiento (IC_ZE 1), zona sana postratamiento

(IC_ZS 2)y zona enferma postratamiento (IC_ZS 2).

GRUPO
Total Control Test
N 10 10 0
Media 2,300 2,300
e Desviacion tipica 483 483
Minimo 2,000 2,000
Maximo 3,000 3,000
Mediana 2,000 2,000 .
N 15 0 15
Media 3,400 . 3,400
IC. 25 1 Desviacion tipica 1,404 . 1,404
Minimo 2,000 . 2,000
Maximo 7,000 . 7,000
Mediana 3,000 . 3,000
N 15 0 15
Media 8,000 . 8,000
IC. ZE 1 Desviacion tipica 1,732 . 1,732
Minimo 6,000 . 6,000
Maximo 13,000 . 13,000
Mediana 8,000 . 8,000
N 15 0 15
Media 3,200 . 3,200
Desviacion tipica 1,521 . 1,521
IC_ZS_2
Minimo 1,000 . 1,000
Maximo 7,000 : 7,000
Mediana 3,000 . 3,000
N 15 0 15
Media 5,000 . 5,000
Desviacion tipica 1,604 . 1,604
IC_ZE 2
Minimo 3,000 . 3,000
Maximo 10,000 : 10,000
Mediana 5,000 . 5,000
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Figura 6.17 Evolucion del nivel de insercion clinica medio. Segiin grupo y tiempo: Grupo control (IC) y grupo
estudio antes (T1) y después del tratamiento peridontal basico (T2). El grupo estudio se divide en zona sana de
individuos del grupo estudio(IC_ZS) y en el grupo de zona enferma de individuos del grupo estudio (IC_ZE). *

diferencias estadisticamente significativas en el grupo IC ZE entre T1 y T2. ** Diferencias estadisticamente
significativas entre IC_ZS y IC_ZE en T2.

La situacion es similar a la del sondaje y por tanto realizaremos las mismas
pruebas estadisticas para valorar la significancia de los resultados.

Los resultados que encontramos son similares a los encontrados en la
profundidad de sondaje; en la zona enferma del grupo estudio la ganancia de insercion
clinica aumenta de forma significativa una vez se realiza el tratamiento de raspado y
alisado radicular (p<0,001); en la zona sana se ve una tendencia a la ganancia pero no
siendo estadisticamente significativa (p=0,083). Es obvio que después de realizar el
tratamiento, la ganancia de insercion es mayor en la zona enferma que en la zona sana
(p=0,004).

Para contrastar estos datos respecto al grupo control se aplica el test de Mann-
Whitney. Se observa que a pesar de la ganancia de insercion clinica en la zona
enferma después del tratamiento, este valor no llega a igual a los niveles de la zona
sana después del tratamiento (p<0,001). Antes del tratamiento periodontontal la zona
sana (p= 0,026) y enferma (p<0,001) presentan diferencias respecto a los valores del

grupo control. Después de realizado el tratamiento periodontal sélo la zona sana
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alcanza valores similares a los del grupo control (p=0,026).

6.2.1.3. Sangrado localizado

Analizamos el sangrado en la localizacion enferma de los pacientes con
periodontitis (grupo estudio) y su evolucidon posterior al tratamiento periodontal de
raspado y alisado radicular.

Para 25 individuos (10 controles y 15 individuos del grupo estudio) se ha
realizado este andlisis. Se produce una reduccion de gran magnitud en el porcentaje de
enfermos (grupo estudio) con sangrado localizado: Inicialmente sangran todos y
después del tratamiento so6lo lo hace un (7,7%).

Podemos observar que no existe sangrado en la zona sana antes del tratamiento
ya que era un criterio de inclusion y por tanto no hay variacion con el tratamiento. Al
aplicar el test ATS concluye que el efecto del tratamiento sobre el sangrado localizado

ha sido estadisticamente significativo (p<0,001), pasando en la zona enferma de un

100% a un 7,7%..

6.2.2. Resultados clinicos: Considerando la unidad de estudio el individuo.

Una vez analizadas las localizaciones donde se tomaron las muestras del
estudio, se analizd también la respuesta clinica tomando como unidad de estudio el
individuo, con ello se pretende valorar el impacto del tratamiento periodontal basico
en el global de la boca.

Los resultados a nivel de la profundidad de sondaje media en el grupo estudio
antes (T1) del tratamiento periodontal son de 4,08 + 0,48 mm. y después (T2) del
tratamiento periodontal de 2,98 + 0,43 mm. Se realizaran en este caso las pruebas
estadisticas de Brunner-Langer, para comprobar las diferencias en los pacientes test
antes y después del tratamiento. Se concluye que es significativa la disminucion del

sondaje medio en los sujetos del grupo estudio tras el tratamiento periodontal basico

(p<0,001).
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Los valores de profundidad de sondaje media en el grupo control es de 2,51 +
0,21 mm. Para valorar las diferencias entre el grupo control y el grupo estudio
realizaremos pruebas de Mann-Whitney. En relacion con el grupo control tanto en
T1(p<0,001) como en T2 (p=0,005), el sondaje medio del grupo estudio se presenta
significativamente mas elevado que los del grupo control.

En relacion al porcentaje de sangrado en el grupo control es del 1,4% de media
y en el grupo estudio antes del tratamiento (T1) es de 47,73% pasando después del
tratamiento periodontal basico (T2) al 6,6%. Para valorar si las diferencias entre
pretratamiento y post tratamiento son significativas se realiza un estudio de modelo de
Brunner-Langer. Se concluye de nuevo con una reduccion significativa del porcentaje
de sangrado entre T1 y T2 en el grupo estudio (p<0,001).

Para determinar la relacion estadistica con el grupo control se realiza pruebas
de Mann-Whitney. Aunque el sangrado ha disminuido significativamente con el
tratamiento, continla mas elevado en T2 respecto al valor del grupo de individuos

periodontalmente sanos (grupo control). (p=0,002).

6.3. RESULTADOS DE LA CALIBRACION DEL PERIOTRON 8000 ®:
OBJETIVO SECUNDARIO

En este primer apartado abordaremos el resultado de calibracion del periotron
8000 que, a pesar de no estar incluido en el apartado de objetivos del estudio, es una
parte fundamental en el material y métodos.

Se determinan, mediante el periotron 8000®, tres lecturas consecutivas de
suero humano para una secuencia de 7 voliumenes posibles, para 0,04, y desde 0,10 a
0,60 en intervalos de 0,1 pl.

A partir de las 3 lecturas de fluido, se obtiene la media (unidades periotron) y
es éste el valor que se utiliza en las estimaciones de la calibracion.

El objetivo es la obtencion de una linea de calibracion que ajuste al maximo
posible la relacion entre Volumen y Unidades Periotron.

El grafico siguiente representa el ajuste proporcionado por un modelo lineal
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(linea negra continua), cuadratico (trazo azul) y ctbico (trazo rojo):
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Figura 6.18 Grafico de calibracion del periotron ajustando los valores tomados a un modelo lineal, cuadratico o

cubico.

Graficamente ya se advierte que el modelo lineal parece el menos adecuado,
pues las observaciones no se ajustan exactamente a una recta. Existe un componente

de orden mayor correspondiente a esa forma levemente curvada de los pares (V, P).

Tabla 6.18: Resultado de modelos de calibracion

Ecuacion Resumen del modelo Estimaciones de los parametros
R? F gt gl2 Sig. Constante b1 b2 b3
Lineal 982 279,011 1 5 000 3177 178,238
Cuadratico 994 323,232 2 4 000 -4,503 255,578 -122,588
Cubico 996 254,793 3 3,000 -9,466 348,154 -482,722 373,938

La estimacion de los modelos proporciona los siguientes resultados:
El modelo cubico es el de mayor ajuste (maximo R?). Puede interpretarse
como que un 99,6% de la variabilidad subyacente a la medida de periotron se

explicaria por el volumen utilizado; ademads, este modelo tiene la capacidad de
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capturar el patroén de inflexion en torno al volumen 0,50.
Si solo se pretende utilizar la ecuacion de estimacion cubica en el rango
0,04-0,60, el modelo podria darse por valido para correlacionar los valores de

periotron con el volumen. La ecuacion seria la siguiente:
P = —9,466 + 348,15V — 482,72 V% + 373,94 V3

Fuera de este rango, concretamente para voliumenes mayores de 0,60, la formula daria
predicciones rapidamente crecientes.

El modelo cuadratico proporciona un ajuste igualmente muy elevado (R?=0,994),
totalmente comparable al cibico, y que permitird elegir entre uno u otro por motivos
practicos. La siguiente seria la ecuacion para determinar la relacion entre valores

periotron y volumen:

P = —4,503 + 255,57V — 122,58 V2

En este caso, el modelo también predice valores crecientes a partir de volumen
0,60; pero que progresivamente se van atenuando.
Por ultimo, la aproximacion lineal conseguiria explicar un 98,2% de la variabilidad
residente en el periotron. Esta posibilidad se descarta, pues se aleja ya de los valores
anteriores.

Se ha estimado, por ultimo, un modelo de cuarto grado, obteniéndose un

R?=0,996 y las siguientes estimaciones de los 5 coeficientes implicados:

Tabla 6.19: Coeficientes de correlacion

Parametro Estimacion Error tipico

A -6,897 4,928
B -171,211 530633088
(o 448,788 530633107
D -795,590 526,390
E 917,943 742,456

La conclusion es que no es necesario un modelo de orden tan elevado, puesto
que no mejora explicabilidad respecto al cubico.

La eleccion Optima seria el modelo cubico en el rango de volimenes utilizado

en las estimaciones (0,0-0,60 pul).
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Imagen 6.19 Grafico del la linea de ajuste cubico a los datos obtenidos de periotron.

Reproducibilidad del instrumento

Dado que se obtuvieron 3 medidas de Periotron para cada volumen, es posible
estudiar la reproducibilidad del instrumento. Se presentan, a continuacion, los valores
calculados de los indicadores de reproducibilidad d de Dahlberg y coeficiente de
variacion (CV):
La d de Dahlberg toma el valor 3,6, siendo sus unidades las originales de la medida
del Periotron. Se interpreta como una estimacion del error absoluto de medida.
Este error ha de relativizarse al orden de las medidas (media general 57,6), resultando
un coeficiente de variacion o error técnico del método de 6,24%. Se trata de un error

interpretable como de magnitud moderada.

6.4. VOLUMEN DE FLUIDO CREVICULAR: OBJETIVO SECUNDARIO

A pesar de que el volumen de fluido crevicular no es un pardmetro clinico clasico, se
ha propuesto en la bibliografia, como un signo de mejora clinica. Debido a que la
presencia de inflamacion produciria un mayor volumen de fluido crevicular que

disminuir tras la desaparicion de la inflamacion.
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La tabla siguiente presenta los estadisticos basicos referidos a los valores de
periotron en los individuos sanos (PERI), en los individuos del grupo estudio en la
zona sana pretratamiento (PERI_ZS 1) y postratamiento (PERIO ZS 2). Finalmente
en individuos del grupo estudio en la zona enferma pretratamiento (PERI ZE 1) y

postratamiento (PERI_ZE 2).

Tabla 6.18 Estadisticos mas importantes del datos medios de volumen expresados en unidades periotron en
funcion del grupo, zona y tiempo siendo los valores de periotron en los individuos sanos (PERI), en los individuos
del grupo estudio en la zona sana pre tratamiento (PERI_ZS 1) y postratamiento (PERIO_ZS 2). Finalmente en
individuos del grupo estudio en la zona enferma pretratamiento (PERI_ZE 1) y postratamiento (PERI_ZE 2).

GRUPO
Total Control Test
N 10 10 0
Media 20,100 20,100
Desviacion tipica 9,061 9,061
PERI
Minimo 5,000 5,000
Maximo 35,000 35,000
Mediana 17,000 17,000 .
N 14 0 14
Media 31,857 31,857
Desviacion tipica 21,933 21,933
PERI_ZS_1
Minimo 2,000 2,000
Maximo 71,000 71,000
Mediana 29,500 . 29,500
N 14 0 14
Media 122,821 122,821
Desviacion tipica 45,322 45,322
PERI_ZE_1
Minimo 45,000 45,000
Maximo 178,000 178,000
Mediana 128,000 . 128,000
N 14 0 14
Media 32,286 32,286
Desviacion tipica 18,439 18,439
PERI_ZS_2
Minimo 4,500 4,500
Maximo 75,000 75,000
Mediana 32,500 . 32,500
N 14 0 14
Media 81,393 81,393
Desviacion tipica 46,965 46,965
PERI_ZE_2
Minimo 18,500 18,500
Maximo 177,500 177,500
Mediana 83,750 83,750
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Mediante la ecuacion cubica obtenida en el apartado de calibracién del
Periotron, se calculan los valores de volumen de fluido crevicular correspondientes a
las mediciones de Periotron.

Algunos valores de Periotron son extremadamente elevados fuera de los rangos de
estimacion de dicha ecuacion, donde ésta deja de ser aplicable. Para estos casos
puntuales, se asume un valor de volumen de 1,0.

La nueva variable volumen medio en ml se describe completamente en la
siguiente tabla: volumen de fluido crevicular del grupo control (VOLP), en los
individuos del grupo estudio en la zona sana pretratamiento ( VOLP ZS 1) y
postratamiento (VOLP_ZS 2). Finalmente en individuos del grupo estudio en la zona

enferma pretratamiento (VOLP_ZE 1)y postratamiento ( VOLP_ZE 2).

Tabla 6.19 Estadisticos mas importantes del volumen de fluido crevicular medio en ml. Siendo el volumen de
fluido crevicular del grupo control (VOLP), en los individuos del grupo estudio en la zona sana pretratamiento
( VOLP_ZS 1) y postratamiento ( VOLP_ZS 2). Finalmente en individuos del grupo estudio en la zona enferma
pretratamiento (VOLP_ZE 1) y postratamiento ( VOLP_ZE 2).

GRUPO
Total Control Test
N 10 10 0
Media ,102 ,102
Desviacion tipica ,040 ,040
VOLP
Minimo ,038 ,038
Maximo ,168 ,168
Mediana ,088 ,088 .
N 14 0 14
Media ,159 . ,159
Desviacion tipica ,105 . ,105
VOLP_ZS_1
Minimo ,026 . ,026
Maximo ,356 . ,356
Mediana 143 . 143
N 14 0 14
Media 744 . 744
Desviacion tipica ,308 . ,308
VOLP_ZE_1
Minimo ,216 . ,216
Maximo 1,000 . 1,000
Mediana ,923 . ,923
N 14 0 14
Media ,160 . ,160
Desviacion tipica ,089 . ,089
VOLP_ZS 2
Minimo ,036 . ,036
Maximo ,381 . ,381
Mediana 157 . 157
N 14 0 14
Media 454 . 454
Desviacion tipica ,295 . ,295
VOLP_ZE_2 X
Minimo ,094 . ,094
Maximo 1,000 . 1,000
Mediana 437 . 437

124



RESULTADOS

Figura 6.20 Evolucion de las unidades periotron en funcion del grupo y tiempo, siendo pretratamiento T1 y
postratamiento T2. Diferencias estadisticamente significativas en la zona enferma antes y después del tratamiento

periodontal.

Graficamente, se observa como el volumen de fluido crevicular en la zona enferma, en
el grupo estudio, disminuye de forma evidente tras la realizacién del tratamiento

periodontal basico, manteniéndose constante el de la zona sana.

Para confirmar estas impresiones descriptivas se estima un modelo no paramétrico de

Brunner-Langer con factores tiempo, zona de la boca e interaccion:

= La conclusion mas importante es que existe un efecto interaccion entre tiempo
y zona (p=0,021). Es decir, la zona enferma y la zona sana de los pacientes
estan evolucionando de forma totalmente distinta.
Se produce una disminucion significativa del volumen de T1 a T2 en la parte
enferma (p<0,001); pero en la zona sana el nivel del parametro no cambia
(p=0,819). En cualquier caso, en el tiempo T2 sigue existiendo una

diferencia significativa en el volumen de ambas zonas (enferma y sana)

(p<0,001).
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Las comparaciones respecto al grupo control se analizan mediante test de Mann-
Whitney.

Tanto en T1 como en T2 el volumen en la zona enferma del grupo estudio se muestra
significativamente mas elevado que en el grupo control (p<0,001).

Ademas, tanto en T1 (p=0,235) como en T2(p=0,074) la distribucién de valores de
volumen en el grupo estudio en la zona sana puede aceptarse similar a la de los

controles.

6.5. RESUMEN

1. Antes del tratamiento, los valores del RANKL en sujetos sanos (grupo control) y en
la zona sana de sujetos enfermos (grupo estudio) son similares; pero no asi respecto a
la zona enferma donde aparece significativamente elevado.

El tratamiento produce un efecto significativo de normalizacion del pardmetro
molecular en las zonas enfermas hasta niveles propios de zonas sanas en el grupo

estudio.

2. La OPG de los individuos sanos (grupo control) es significativamente superior a la
de cualquier zona y tiempo de los pacientes. No obstante, puede hablarse de un
incremento muy relevante de la OPG en las zonas enfermas tras el tratamiento

periodontal de raspado y alisado radicular (grupo estudio).

3. A nivel del ratio entre ambos parametros moleculares (RANKL/OPG), la situacion
es muy similar. Los controles mantienen siempre un nivel mas bajo que los individuos
del grupo estudio, en cualquiera de sus zonas, incluso tras el tratamiento.

Sin embargo, de la situacion pretratamiento (T1) a la situacion postratamiento (T2) se
consigue una disminucion significativa del ratio en las areas afectadas en los

individuos del grupo estudio.
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4. Los parametros clinicos experimentan una mejoria generalizada con el tratamiento.
La mejora es especialmente marcada en las zonas enfermas de los individuos del
grupo estudio, si bien se extiende también, y de forma mas débil, a las partes no
afectadas en el caso del sondaje y la pérdida de insercion. En cualquier caso, no puede
hablarse de una normalizacion absoluta de estos parametros. Tras el tratamiento

continuan mas elevados que en los controles.
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DISCUSION

En este ultimo apartado se realiza un andlisis critico de todos los resultados
comparandolos con estudios similares.

A la hora de seleccionar la muestra para el estudio, una de las principales
cuestiones fue determinar el tamafio muestral para poder obtener una suficiente potencia
estadistica. En este sentido hay que tener en cuenta cual es la variable principal y qué
diferencia, consideramos clinicamente significativa en esta variable. Aqui nos encontramos
la primera de las limitaciones, ya que la variable principal es la concentracion de las
proteinas RANKL y OPG, y en la actualidad no disponemos de la suficiente informacion
para determinar qué variacion en estos parametros tiene una relevancia clinica.

Por tanto a la hora de determinar el tamafio muestral se toman como referencia
estudios previos donde se analizan dichos factores moleculares, y se obtienen resultados
estadisticamente significativos. En este sentido solo tenemos en la literatura dos estudios
que analicen la variacion de la concentracion de estos parametros en el fluido crevicular en
dos momentos, Bostanci 2011 y Buduneli 2009 (Bostanci y cols., 2011, Buduneli y cols.,
2009), en los que se estudian un total de 27 y 20 pacientes respectivamente. Aparte de
estos estudios longitudinales similares al nuestro, el resto de estudios son transversales,
aunque el nimero de pacientes estudiados es similar.

Es importante, cuando trabajamos con un nimero de muestra reducido, seleccionar
de forma cuidadosa la inclusion de los individuos a estudiar para evitar variables que
puedan influir en los niveles de los pardmetros de RANKL y OPG, de ahi que se tengan en
cuenta factores que puedan modificar las concentraciones de estas moléculas. Claramente,
hay medicacion y patologias sistémicas que pueden influir sobre estos parametros. De
hecho, estudios recientes, realizados en fluido crevicular determinan que incluso el
tabaquismo y la diabetes no controlada pueden afectar a los niveles de dichas moléculas en
el fluido crevicular (Buduneli y cols., 2009, Ribeiro y cols., 2011).

La muestra estudiada en nuestro trabajo se basa en el estudio de Lu (Lu y cols.,
2006), ya que este modelo nos permite hacer un estudio controlado. El grupo control esta
formado por individuos periodontalmente sanos, y el grupo estudio, por individuos con
patologia periodontal crénica, que a su vez se divide en dos subgrupos, seglin el grado de
afectacion descrito por la Asociacion Americana de Periodoncia.Este disefio experimental

esto nos permite valorar las diferencias en funcion al grado de afectacion periodontal
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dentro de un mismo paciente antes y después del tratamiento periodontal, lo que se puede
interpretar como un control en el mismo grupo de individuos con patologia periodontal.
Este planteamiento nos permite un disefio de estudio no realizado hasta este momento para
el andlisis de dichos parametros.

El motivo de estudiar un grupo de individuos con periodontitis cronica es debido a
su alta prevalencia y por que la respuesta al tratamiento periodontal basico es predecible.

Del mismo modo se opta por tomar como unidad de estudio el diente uniradicular
porque en la literatura existente es el que principalmente se utiliza en estos estudios por su
facil acceso y la mejor respuesta al tratamiento periodontal de raspado y alisado radicular.

En las publicaciones presentes, el estudio a nivel periodontal del RANKL y de la
OPG se ha realizado principalmente con dos métodos: estudio histologico y andlisis del
fluido crevicular. Ambos han demostrado ser tutiles para el estudio de este tipo de
marcadores moleculares. Sin embargo, en este protocolo se ha optado por utilizar el
método de andlisis del fluido crevicular por tres motivos: es un método que detecta las
formas solubles de RANKL y de OPG; es un procedimiento no invasivo, lo que permitiria
en un futuro su aplicacion clinica; y, por Gltimo, nos permite realizar un muestreo de las
mismas zonas a lo largo del tiempo, lo que seria imposible con la toma de una biopsia.

Las limitaciones de utilizar el fluido crevicular como muestra son dos. En primer
lugar no permite la deteccion de la fraccion unida a membrana del RANKL y tampoco
identifica las células responsables de la expresion de dichas moléculas.

La técnica de recogida de las muestras de fluido crevicular que se utilizé fue el uso
de tiras de papel de filtro (periopaper ®), ya que permiten recolectar volumenes muy
pequefios en poco tiempo. Entre las formas de tomar la muestra existen diferentes
variantes segun donde se coloque la tira de papel: método extracrevicular, método
intracrevicular superficial y método intracrevicular profundo (Griffiths, 2003). En base al
origen celular del RANKL y de la OPG optamos por la ultima de las técnicas ya que nos
permite tomar la muestra del fondo de la bolsa periodontal que es la localizacion mas
cercana al proceso de osteoclastogénesis, aparte de que se trata de la técnica mas empleada
en todos los estudios de fluido crevicular.

En la literatura podemos observar el estudio de Mogi (Mogi y cols., 2004), donde

utilizaba una técnica intracrevicular superficial y observd como las concentraciones de
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RANKL disminuian conforme aumentaban la profundidad de bolsas periodontales, y uno
de los posibles factores que pueden influir es la técnica que utilizaron. Por este motivo
desestimamos utilizar la técnica intracrevicular superficial y optamos por utilizar la técnica
intracrevicular profunda llegando con el papel absorbente al fondo del surco.

La determinacion del volumen del fluido crevicular de la muestra es un proceso
complejo debido a que las cantidades recogidas en el papel de filtro son infimas. Las
primeras técnicas utilizadas se basaban en la tincion de las proteinas, de tal forma que se
podia realizar medicion lineal en una tira de fieltro; pero esta técnica tiene el inconveniente
de que no mide realmente voliumenes e incapacita la muestra para posteriores analisis
bioquimicos. Algunos investigadores optaron por pesar las tiras antes y después de la
toma, técnica que ha funcionado con éxito. El problema es que se necesita una bascula de
altisima precision para detectar el cambio de peso y por otra parte, esta técnica es muy
sensible al proceso de evaporacion del fluido crevicular.

En nuestro estudio se ha optado por la utilizacion de un dispositivo electronico de
medicion denominado Periotron ®, que permite la cuantificacion exacta de volumenes de
fluido crevicular y su posterior procesado en el laboratorio, sin el inconveniente de la
evaporacion del liquido. Este dispositivo es sensible a las tiras de papel mojadas,
transfiriendo diferente intensidad de corriente eléctrica en funcion del volumen del liquido.
Consta de dos platinas metdlicas que actian a modo de placas, y de un condensador
eléctrico. Si se coloca una tira seca entre las platinas, la capacitancia se transfiere a través
del circuito eléctrico y se registra cero en la lectura numérica; por el contrario, una tira
mojada incrementard la capacitancia proporcionalmente al volumen del liquido que
contenga y que se reflejara por un aumento del valor registrado. La técnica es rapida y no
parece influir sobre el volumen ni la composicion de la muestra de liquido crevicular
(Griffiths, 2003).

En esta tesis se han estudiado dos parametros moleculares mediante técnicas
ELISA. Una de las particularidades incorporadas en este disefio en el procesado de la
muestra es la utilizacién de inhibidores de las proteasas para evitar la alteraciones del
RANKL y OPG. Pese a ser una metodologia poco utilizada en los estudios revisados,
minimiza las posibles distorsiones en los resultados de la muestra, al evitar que las

proteinas presentes en el periopaper puedan ser degradadas por la accion de proteasas. El
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grupo de estudio de Mogi utiliza este procedimiento de forma sistematica en todas sus
investigaciones (Mogi y cols., 2004), hecho que debe mejorar los resultados
experimentales.

Tras haber obtenido la muestra de fluido crevicular y determinado el volumen, es
necesario recuperar el liquido crevicular que se encuentra en la punta de papel. Segun los
resultados de los estudios publicados, la técnica de centrifugado permite una extraccion de
proteinas cercana al 100%, por eso es la técnica de eleccion.

Una vez extraida, la muestra se debe congelar hasta el momento de realizar el test
ELISA. Existe gran variedad de opiniones acerca de la temperatura en grados centigrados
a los que se debe que congelar. Los estudios van desde —20°C hasta los —80°C; a nivel
practico la unica diferencia es que se prolonga la estabilidad de las moléculas de las
muestras almacenadas conforme disminuye la temperatura. Por tanto hay que tenerlo en
cuenta a la hora de desarrollar la cronologia del estudio y por ello fue la conservacion de
los periopaper a -80°C la condicion elegida en el almacenamiento de las muestras.

La técnica utilizada por todos los estudios para determinar las concentraciones,
tanto de RANKL como de OPG es mediante técnicas de ELISA (Enzyme-Linked Inmuno
Sorbent Assay). Esta técnica se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado mediante
anticuerpos sobre una fase solida, que produce una reaccion cuyo producto puede ser
medido espectrofotométricamente. La técnica se ha simplificado de forma considerable al
utilizar kits concretos para determinadas distintas moléculas.

Una vez realizado un andlisis del método empleado en el estudio pasaremos a
valorar de una forma critica, y en relacion a la literatura existente, los resultados obtenidos.

Antes de ver como el tratamiento periodontal afecta a los valores de RANKL y OPG,
analizaremos los valores obtenidos en nuestro grupo control y estudio pretratamiento en
relacion a los estudios realizados hasta el momento.

En relacion a las concentraciones de RANKL, podemos observar en los resultados
obtenidos que en el grupo de individuos estudio, la zona enferma antes del tratamiento
presenta unos niveles estadisticamente mas elevados que en la zona sana del mismo grupo
y en relacion al grupo control. Estos resultados estan de acuerdo con otros estudios
similares (Baltacioglu y cols., 2014, Bostanci y cols., 2007a, Lu y cols., 2006, Mogi y
cols., 2004, Sakellari y cols., 2008, Vernal y cols., 2004). En todos estos estudios, cuando
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comparan los niveles en fluido crevicular de RANKL en individuos que presentan
periodontitis, con individuos sin patologia periodontal, se observa que los valores son
estadisticamente mayores en los individuos con periodontitis. En el estudio de Lu (Lu y
cols., 2006), ademas de estas diferencias entre pacientes sanos y enfermos, valoran, en un
mismo paciente con enfermedad periodontal, diferentes grados de afectacion y observan
que los valores que existen de RANKL son mas elevados de forma estadisticamente
significativa en la zona con periodontitis severas que en las zonas sanas en un mismo
paciente. Los resultados de este ultimo estudio son equiparables a los que obtenemos en
nuestro estudio. Asi mismo cuando comparamos la zona sana del individuo con
periodontitis y la zona sana del individuo control, podemos observar que no obtenemos
diferencias estadisticamente significativas, del mismo modo que se observa en los estudios
de Lu (Lu y cols., 2006).

Nuestros resultados en relacion a la OPG, determinan que la concentracion de este

parametro esta mas elevada de forma estadisticamente significativa, en el grupo control en
relacion al grupo estudio en ambas localizaciones en el momento de pretratamiento.
Estos resultados concuerdan con los estudios de Baltacioglu, Bostanci y Mogi (Baltacioglu
y cols., 2014, Bostanci y cols., 2007a, Mogi y cols., 2004). En todos ellos, los valores de
OPG son mas elevados en el grupo control con respecto a los individuos con periodontitis
sin tratar. En el estudio de Lu (Lu y cols., 2006), los niveles de OPG son muy bajos tanto
en el grupo de pacientes con periodontitis como en el grupo de individuos sanos y no
existen diferencias estadisticamente significativas entre ninguno de estos pardmetros.

La relacion entre las concentraciones de RANKL y OPG determinan el
denominado ratio RANKL/OPG. La importancia de este ratio radica en que cuanto mas
elevado sea, mas actividad osteoclastica podemos encontrar y viceversa. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en nuestro estudio, y comparando el grupo control con el
grupo estudio pretratamiento, tanto en su zona enferma como en su zona sana, observamos
que el ratio de RANKL/OPG es muy pequefio en el grupo de individuos sanos en
comparacion con el grupo estudio en ambas localizaciones. La diferencia es claramente
significativa cuando comparamos individuos sanos con zonas enfermas con individuos con

periodontitis. Estos resultados concuerdan con los estudios de Mogi y Bostanci (Bostanci y
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cols., 2007a, Mogi y cols., 2004). En estos estudios los individuos con periodontitis tenian
valores de ratio mas elevados que en individuos sanos.

En nuestra investigacion en el grupo estudio, vemos como hay una gran diferencia
en los valores de ratio en funcidn de la localizacion, siendo mucho mas elevado el ratio a
nivel de la localizacioén enferma. Esta misma tendencia la podemos encontrar en el estudio
de Lu 2006, donde el ratio es més elevado en una zona con periodontitis avanzada en
relacion a una zona sana en un grupo de pacientes con periodontitis, ya que es el Uinico
estudio donde se comparan diversas zonas con diferente afectacion periodontal y se
valoran el RANKL y OPG.

A modo de resumen antes de meternos en los efectos del tratamiento periodontal
basico sobre las concentraciones moleculares de RANKL y OPG, podemos decir que los
resultados que obtenemos estan de acuerdo con la gran mayoria de estudios realizados y se
llega a la conclusion de que las zonas enfermas de los individuos con periodontitis, los
niveles de RANKL son mayores que en las zonas sanas y que en el grupo control; la OPG
estd enormemente elevada en el grupo control con respecto a los niveles en pacientes
estudio. Por tanto, el ratio RAKL/OPG estd muy elevado en las zonas enfermas de
pacientes con periodontitis y los valores minimos los encontramos en el grupo control. En
definitiva, la concentracion de estas dos proteinas en el fluido crevicular de estos
parametros es conforme a los conocimientos bioldgicos actuales sobre el comportamiento
fisioldgico en el proceso de osteoclastogénesis.

Un hecho que cabe destacar es que en nuestro estudio tenemos un grupo control y
un grupo estudio donde, en este ultimo, analizamos el comportamiento de diferentes zonas
de afectacion, y solo encontramos un estudio, con similares caracteristicas, que es el de Lu
2006 (Lu y cols., 2006).

El resto de articulos, que si que incluyen en sus estudios un grupo control, no
analizan los pacientes segun el grado de afectacion (Bostanci y cols., 2007a, Mogi y cols.,
2004, Mogi y cols., 2007, Sakellari y cols., 2008, Vernal y cols., 2004). En estos estudios
solo analizan los niveles de RANKL y OPG los estudios de Mogi 2004 y Bostanci 2007a.
Es decir, que la metodologia para estudiar en profundidad el ratio RANK/OPG, en muchos

casos, es deficiente bien porque no valoran los dos parametros, bien porqué no tienen en
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cuenta diferentes zonas en un mismo paciente y finalmente, porque no son estudios
controlados.

El otro apartado a analizar en la discusion y objeto de esta investigacion es el
comportamiento del ratio RANKL/OPG después del tratamiento periodontal basico. En
este sentido solo tenemos dos estudios que analizan esta cuestion a nivel del fluido
crevicular, correspondientes a los trabajos de Bostanci y Budunelli (Bostanci y cols., 2011,
Buduneli y cols., 2009).

Nuestros resultados muestran que el comportamiento de la OPG, en el grupo
estudio después del tratamiento periodontal, experimenta un ligero aumento en la zona
enferma después del tratamiento, y no varia en la zona sana; sin embargo estas diferencias
no son estadisticamente significativas por lo que podemos considerar que los valores de
OPG son practicamente semejantes en ambos tiempos del estudio, si bien son
considerablemente mas bajos cuando los comparamos con el grupo control.

En relacion al RANKL en el grupo estudio si que observamos un descenso muy
importante en la zona afectada cuando tratamos periodontalmente, llegandose a igualar al
de la zona sana. No se observan practicamente variaciones en la zona sana y practicamente
estos valores son similares a los que encontramos en el grupo control.

Teniendo en cuenta estos dos pardmetros, el ratio RANKL/OPG, en el grupo
estudio, disminuye de forma importante en la zona enferma después del tratamiento
periodontal, igualandose al ratio de la zona sana. La zona sana no experimenta variacion
antes y después del tratamiento. Finalmente el grupo control tiene un ratio mucho mas bajo
que en el resto de muestras del grupo estudio, tanto antes como después de tratamiento
periodontal.

Si buscamos analogias con lo estudios existentes, tenemos que analizar
previamente la metodologia y resultados de cada uno de ellos.

En el estudio de Budunelli, el objetivo principal es determinar si existen diferencias
entre individuos fumadores que padecen periodontitis cronica antes y después del
tratamiento periodontal. Para ello estudian un total de 20 individuos, de los cuales la mitad
fuman y la otra mitad no. No tienen un grupo control ni valoran diferentes grados de
afectacion periodontal. Analizan el fluido crevicular antes del tratamiento y a las 4

semanas de haberlo realizado, y los resultados que obtienen s6lo determinan que hay un
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aumento estadisticamente significativo en las concentraciones de OPG después del
tratamiento periodontal. Los propios autores del estudio confirman que es un resultado
inesperado y que no concuerda con la gran mayoria de los estudios ni con el
comportamiento bioldgico de estas moléculas en la patologia periodontal (Buduneli y
cols., 2009).

En el estudio de Bostanci del 2011 se valoran un total del 27 pacientes de los cuales
14 padecen periodontitis cronica y 13 periodontitis agresiva (Bostanci y cols., 2011). El
objetivo es valorar los efectos del tratamiento periodontal basico sobre el ratio RANKL/
OPG alos 2, 3 y 4 meses. Como podemos comprobar este estudio tampoco tiene un grupo
control ni se valora el grado de afectacion en cada paciente. En relacion a la periodontitis
cronica, estos autores solo observan una diferencia estadisticamente significativa en el
incremento de la concentracion RANKL a los dos meses del tratamiento. Sin embargo, al
final el ratio permanece practicamente invariable antes y después del tratamiento en cada
uno de los tiempos. Estos autores con dichos resultados sugieren que el tratamiento
periodontal convencional no es capaz de modificar estos factores, y establecen que a pesar
de que se reduzcan todos los parametros clinicos, lo que indica una reduccion de la
inflamaciéon no tiene por qué asociarse a una reduccion del ratio. A pesar de estos
resultados, estos autores siguen dando valor al ratio RAKL/OPG como potencial marcador
de la periodontitis. En conclusion no pueden confirmar que el tratamiento periodontal de
RAR (raspado y alisado radicular) reduzca el ratio y alientan a la investigacion y uso de
terapia moduladora a nivel molecular sobre el ratio RANKL/OPG, como es la utilizacion
sistémica de farmacos bloqueadores de RANKL.

Como podemos observar es complicado establecer una comparativa entre los
estudios ya que el disefio, método y los diferentes objetivos de cada uno lo hacen
complicado.

Creemos que, a la hora de realizar un estudio sobre el comportamiento de estas
moléculas es necesario tener un grupo control y valorar los diferentes grados de afectacion
periodontal, debido a que la unidad de estudio es la localizacion, y en un mismo individuo
nos podemos encontrar en la boca diferentes zonas con actividad destructiva periodontal

con un comportamiento diferente antes y después del tratamiento periodontal.
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Esta division en grados de afectacion, y la utilizacion de un grupo control nos permiten
una riqueza de datos por lo que podemos concluir que los valores de OPG, es decir del
factor inhibidor de la osteoclastogénesis, son estadisticamente mas elevados en pacientes
sanos en relacion a los pacientes del grupo estudio tratados o no tratados. Por lo tanto
podemos llegar a pensar que la periodontitis como factor local de inflamacion, parece tener
poca influencia en los niveles de OPG en el grupo de pacientes estudio, ya que los valores
entre diferentes muestras son similares. Sin embargo, podemos introducir el término
susceptibilidad. Estos valores pueden indicar que, posiblemente, los individuos que
padecen periodontitis tienen unos niveles mas bajos de OPG que pacientes sanos
periodontalmente, por lo que podemos hipotetizar que posiblemente estos niveles estén
determinados de una manera genética y que determinan que individuos susceptibles de
periodontitis tengan unos niveles basales de OPG inferiores. Del mismo modo la misma
conclusiéon podemos extraer de los pacientes sanos periodontalmente, en quienes los
niveles de factor protector ante la osteclastogénesis son mas elevados de manera innata. En
relacion a este resultado podemos encontrar un estudio que apoyaria esta hipotesis de
trabajo que es el de Mogi (Mogi y cols., 2004). Sin embargo, un factor que debemos tener
en cuenta es que los individuos del grupo control en nuestro estudio son mas jovenes que
los del grupo estudio, por lo que el factor edad podria influir en los niveles basales de
OPG.

Respecto a los niveles de RANKL, en el grupo estudio en la localizaciéon con
afectacion periodontal no tratada es donde encontramos los valores mas elevados y este
resultado es estadisticamente significativo respeto al resto de muestras tanto en el grupo
estudio como en el grupo control. Ademads, en todas las muestras, excepto en las zonas
afectadas no tratadas, los niveles son semejantes y no existen diferencias estadisticamente
significativas.

Por lo tanto, podemos concluir que, en una zona enferma periodontalmente y con
caracteristicas de ser una zona en la cual existe una actividad periodontal destructiva, los
valores de sRAKL son mads elevados, posiblemente, por una accion local de dicha
inflamacién sobre las células secretoras de este tipo de moléculas, lo que determina una
mayor actividad osteoclastica. Estos datos estan de acuerdo con los resultados de Kong,

Vernal y Wada (Kong y cols., 2000, Vernal y cols., 2004, Wada y cols., 2001). Todos estos
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estudios evidencian que la presencia de factores implicados en la inflamacion producen un
aumento de los niveles de RANKL.

Sin embargo, cuando este factor local inflamatorio no estd presente, como es el
caso del grupo control, en las zonas sanas en el grupo estudio antes del tratamiento, y en
las dos zonas postratamiento, vemos que esos niveles de RANKL son mas bajos y ademas
semejantes. Si sacamos que el denominador comun es la presencia de factor inflamatorio,
podemos llegar a la determinacién que el RANKL es una molécula estimulada por factores
locales de inflamacion, y que no parece tener tanta relacion con unos niveles basales
establecidos por la posible susceptibilidad, como encontrdbamos en la molécula OPG.

Los analisis de los resultados del ratio RANKL/OPG, simplemente nos permiten
afirmar y concretar todo lo que hemos comentado anteriormente, y que podemos resumir
en las siguientes conclusiones:

- Los niveles de RANKL/OPG son muy bajos en el grupo control, principalmente
por los niveles tan elevados de OPG que se presentan en estas muestras, lo que
determina unos niveles protectores que se podrian asociar a individuos no

susceptibles a resorcion Osea en periodontitis.

- El ratio sSRAKL/OPG presenta unos valores muy elevados en las zonas con
periodontitis no tratadas, principalmente determinado por unos valores elevados de
RANKL que parece estar asociado a la accion local de los factores inflamatorios en

esas localizaciones.

- Los niveles de RANKL/OPG son bajos en las zonas sanas, en las zonas sanas
tratadas y en las zonas enfermas tratadas en los paciente que padecen periodontitis.
Entre estos grupos los niveles son muy semejantes. Sin embargo, estos niveles no
serdn tan bajos como los que encontramos en el grupo control donde encontramos

los niveles mas bajos de RANKL/OPG.

Los resultados obtenidos en este estudio asi como la bibliografia existente, nos
hace suponer que estos mediadores de destruccion Osea pueden tener importancia en la
etiopatogenia de las enfermedades periodontales. Futuras lineas de investigacion podrian

abarcar el campo del diagnostico utilizando estos mediadores, para ello habria que estudiar
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en profundidad la sensibilidad y especificidad en estudios de pruebas diagnostica. En el
campo del prondstico podrian ser de ayuda si se demuestran factores de susceptibilidad
que influyan sobre el ratio RANKL/OPG. En el campo del tratamiento estos mediadores se
podrian utilizar en un futuro para el tratamiento a nivel molecular de las enfermedades
periodontales produciendo una modulacion de la activacion osteoclastica.

Este trabajo de investigacion se ha centrado en el estudio del RANKL y OPG en el
contexto del tratamiento periodontal basico de la periodontitis. Pero en la actualidad
también se estan estudiando como marcadores de periimplantitis hallandose correlaciones
positivas entre la presencia de patologia periimplantaria (Radik y cols., 2014, Radik y
cols., 2013).

Pero, el estudio de estos mediadores no solo abarca el campo de las patologias que
cursan con perdida oOsea alrededor de los dientes o implantes, sino todas aquellas
alteraciones patoldgicas que cursen con alteraciones del metabolismo dseo como es el caso
de osteonecrosis por denosumab (You y cols., 2015) o tratamientos donde se induzcan
cambio en la biologia 6sea como es el caso de la ortodoncia (Barbieri y cols., 2013).

La biologia molecular y sus multiples disciplinas, suponen gran parte de la investigacion
presente y futura de la odontologia que con el transcurso del tiempo nos ayudaran al

diagnostico, prevencion y tratamiento de nuestros pacientes.

139



CAPITULO1V:
CONCLUSIONES FINALES




CCCCCCCCCCCC

3. CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion, teniendo en cuenta las limitaciones del estudio y
en vista de los resultados proporcionados por el analisis estadistico realizado, podemos
llegar a las siguientes conclusiones:

1° Conclusion al primer objetivo principal: en pacientes diagnosticados de periodontitis
cronica, la salud periodontal esta relacionada con la concentracion de RANKL y OPG en
el fluido crevicular. Al comparar zonas sanas con afectadas se obtiene que la concentracion
de OPG es mayor en las sanas, mientras que el RANKL lo es en las enfermas, resultando
un ratio RANKL/OPG mayor en las enfermas. El tratamiento periodontal basico produce
una mejora clinica clara, que se acompaiia a nivel molecular por niveles bajos de RANKL
y un aumento de OPG y una disminucién del ratio, de forma que estos parametros

alcanzan valores similares a los de las zonas sanas.

2° Conclusion al segundo objetivo principal:

Cuando estos resultados los comparamos con los valores obtenidos en fluido crevicular de
sujetos que no padecen periodontitis (controles), observamos que las diferencias con las
zonas enfermas son todavia mas evidentes en el RANKL, OPG (diez veces mas bajos) y
ratio RANKL/OPG (veinte veces mas alto). Comparado con los resultados de las zonas
sanas de pacientes con periodontitis no se observan diferencias con respecto al RANKL,
mientras que la OPG es mucho menor, y por tanto el ratio es mucho mayor que en
individuos sin periodontitis. Por ultimo, al contrastar los valores obtenidos en individuos
periodontalmente sanos con los de las localizaciones enfermas después de ser tratadas, se
evidencia un mayor ratio en las zonas tratadas, lo que se deriva de una menor

concentracion de OPG mientras no hay diferencias en las de RANKL.

Por lo tanto la conclusion general de nuestro estudio es:
La concentracion de estas moléculas en el fluido crevicular estan relacionadas con la
situacion de salud o enfermedad en el periodonto, y que el tratamiento periodontal basico
en la periodontitis cronica es capaz de revertir esta situacion molecular, pero no de

retornarla a los niveles que se obtienen en individuos sanos (que no padecen periodontitis).
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3° Conclusion al primer objetivo secundario: Como era de esperar, existe una notable
mejora clinica tras el tratamiento periodontal en todos los parametros estudiados siendo
estas diferencias estadisticamente significativas.

4° Conclusion al segundo objetivo secundario: Segiin nuestros resultados la curva de
calibracion correcta para el Periotron 8000 resultaria de aplicar un modelo cubico.

5° Conclusion al tercer objetivo secundario: Los niveles de fluido crevicular disminuyen

en las zonas afectadas tras el tratamiento periodontal.

Analizado el comportamiento de estos parametros moleculares, en las distintas
situaciones de salud estudiadas en esta investigacion, hace plantearnos nuevas hipdtesis en
las que seguir trabajando en este campo. El estudio de la concentracion de OPG y RANKL
y del ratio RANKL/OPG en el fluido crevicular nos lleva a pensar si la produccion de estas
moléculas puede considerarse como un factor marcador de la susceptibilidad innata
(genética o adquirida) del individuo a la osteolisis alveolar y por tanto a la periodontitis, o
si nuevos estudios sobre estos factores moleculares aportardn informacion para su
aplicacion clinica en el diagnodstico periodontal o en la valoracion de la eficacia del

tratamiento periodontal.
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