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the levels of RANKL and OPG in patients with moderate or severe
periodontitis: A cross sectional study
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RESUMEN

Antecedentes: El efecto de los Compuestos Volatiles Sulfurados (CVS) sobre los tejidos periodontales, especificamente a nivel del eje RANKL/OPG,
no ha sido dilucidado y en la actualidad existe escasa literatura al respecto publicada. Objetivo: Evaluar si los CVS medidos en la cavidad oral de
pacientes con periodontitis cronica moderada a severa se relacionan con la expresion de RANKL y OPG a nivel de fluido gingival crevicular (FGC).
Método: Se realizé un estudio transversal con 71 pacientes derivados de la Unidad de Diagnéstico de la Clinica Odontolégica Docente Asistencial
de la Universidad de los Andes. Posterior a la realizacion de un examen periodontal completo se tomaron muestra de los niveles de CVS de la boca
de los pacientes mediante un monitor de sulfuros y muestras de FGC para evaluar los niveles de RANKL y OPG mediante test de ELISA. Los datos
obtenidos fueron analizados mediante test de correlacién de Spearman. Resultados: Al evaluar la correlacion de los niveles de CVS con los niveles
de RANKL, OPG y la razén RANKL/OPG, se observd un R de 0.098 con un p value = 0.41; -0.084 con un p value = 0.48 y 0.067 con un p value = 0.57
respectivamente. Conclusiones: El presente estudio no pudo demostrar si existe una relaciéon entre los niveles de CVS con la expresion de RANKL
y OPG en el FGC de pacientes con periodontitis cronica.
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ABSTRACT

Background: The effect of the Volatile Sulfur Compounds (VSC) on the periodontal tissues, specifically at the RANKL/OPG level has not been
elucidate and there is little literature published on this subject. Aim: To explore if the VSC levels measured in the oral cavity of patients with
moderate or severe chronic periodontitis are correlated with the expression of RANKL and OPG at the gingival fluid level (GF). Method: A cross-
sectional study was conducted with 71 patients referred by the Universidad de los Andes’s dentistry diagnosis department. After undergoing full-
mouth periodontal exam, levels of CVS were recorded using a sulfur monitor and then GF was extracted to assess RANKL and OPG levels with
ELISA. Data was analyzed with Spearman correlation test. Results: The correlation (R) between the VSC and the GF levels was 0.098 with a p
value = 0.41; -0.084 with a p value = 0.48 y 0.067 with a p value = 0.57 respectively. Conclusions: This study could not demonstrate if there is a
relation between the VSC levels and the expression of RANKL and OPG in the GF in patients with chronic periodontitis.
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INTRODUCCION

La halitosis, también conocida como mal aliento oral, es un
motivo de consulta comuin en la poblacion®. La principal causa de
halitosis es la microflora oral capaz de producir moléculas volatiles
odoriferas como lo son los Compuestos Volatiles Sulfurados (CVS)®.
Aproximadamente un 85% de las patologias asociadas a la etiologia de
la halitosis se encuentran en la orofaringe (recubrimiento o placa lingual,
gingivitis, periodontitis, amigdalitis, faringitis)®. Sin embargo, el mal olor
bucal también puede originarse por causas extra orales como: Sinusitis,
cuerpos extrafios en la nariz y enfermedades sistémicas como diabetes,
insuficiencia renal, enfermedades hepaticas y gastrointestinales®“.

Uno de los métodos mas utilizados para el diagndstico de
halitosis es el uso de un monitor de sulfuros portatil (Ejemplo: Halimeter®,

Interscan Corp, USA). Este monitor es relativamente de bajo costo, no
requiere de personal entrenado, es portatil y sus mediciones son faciles
y rapidas de realizar. Sin embargo, con este instrumento no es posible
diferenciar entre los distintos tipos sulfuros y no puede detectar otra
clase de compuestos volatiles"".

Por otra parte, la periodontitis es una enfermedad donde se
observa una destruccion de los tejidos de soporte del diente que incluyen
el ligamento periodontal, el hueso alveolar y el cemento dentario.
Claramente, la periodontitis involucra la pérdida irreversible del tejido de
insercion periodontal y finalmente la pérdida de la pieza dentaria®.

Una de las caracteristicas principales de la pérdida ésea,
mediada por un proceso inflamatorio, en periodontitis, es una mayor
actividad de los osteoclastos sin un aumento en la formacién de hueso.
Los osteoclastos son células multinucleadas que derivan del linaje de los
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monocitos/macréfagos y son consideradas una de las principales células
responsables de la reabsorcidon ésea. La formacion de este tipo celular
es impulsada por citoquinas presentes en los tejidos periodontales
inflamados y la comprension de este proceso es fundamental en el
desarrollo de estrategias para poder controlarlo®.

La reabsorcion 6sea es regulada por la interaccién molecular del
receptor activador del factor necrético kf3 ligando (RANKL) y osteoprotegerina
(OPG). RANKL es expresado predominantemente como un ligando unido
a la membrana de osteoblastos, fibroblastos y células T y B activadas y
su accion osteoclastogénica puede ser bloqueada por OPG. La expresion
de RANKL y OPG esta estrechamente regulada por estimulos locales y
sistémicos, incluyendo hormonas, mediadores inflamatorios, productos
bacterianos y drogas inmunosupresoras. El papel que desempefa la
expresion de RANKL y OPG en la regulacién de la destruccion 6sea, ha
sido demostrado en varios estudios in vivo de enfermedades como la artritis
bacteriana, artritis reumatoide y periodontitis'®.

En las dltimas décadas numerosos estudios han descrito la
relacién existente entre periodontitis y halitosis. Los CVS se producen por
una actividad proteolitica de bacterias periodontales como Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia. Por otra parte, los
CVS parecen estar directamente relacionados con la patogénesis de la
enfermedad periodontal. Estos compuestos son capaces de aumentar
la permeabilidad de los tejidos periodontales permitiendo la penetracion
de lipopolisacatidos (LPS) y prostaglandinas!". También, aumentan la
produccion de IL-1 y PGE,, activan colagenasas!'?, reducen la sintesis
de colageno!"® y causan apoptosis de fibroblastos gingivales humanos4.
Ademas, suprimen la sintesis de membrana basal y la proliferacion de
células epiteliales gingivales?.

La mayoria de los estudios se han enfocados en los efectos
que tienen los CVS sobre los tejidos blandos a nivel del periodonto.
Recientemente, un estudio realizado in vitro, describid los efectos que
podrian tener estos compuestos sobre los tejidos duros mediante la
actividad osteoclastica mediada por el sistema RANKL-OPG(®. No
existen estudios in vivo que asocien los niveles de CVS y actividad
osteoclastogénica medida a través de las concentraciones de RANKL
y OPG en el fluido gingival crevicular (FGC). El objetivo de este estudio
es evaluar si los CVS medidos en la cavidad oral de pacientes con
periodontitis créonica moderada a severa se relacionan con la expresion
de RANKL y OPG a nivel de fluido gingival crevicular (FGC).

METODO

Seleccion de Pacientes

Se desarrollé un estudio transversal donde se incluyeron
pacientes con periodontitis cronica moderada o severa de ambos sexos
entre 25 y 60 afios de edad con un minimo de 12 piezas dentarias
presentes en boca. Estos pacientes fueron seleccionados de forma
consecutiva y derivados durante los meses de Marzo a Agosto del afio
2011 desde la Unidad de Diagnéstico de la Clinica Odontolégica Docente
Asistencial de la Universidad de los Andes en la comuna de San Bernardo.
Se excluyeron pacientes fumadores, que hayan recibido tratamiento con
antibioticos, antiinflamatorios o colutorios en los ultimos 3 meses, pacientes
con periodontitis agresiva o con enfermedades sistémicas que modifiquen
la enfermedad periodontal (Ejemplo: Diabetes), pacientes en tratamiento
con nifedipino, fenitoina, ciclosporina o anticonceptivos orales y finalmente
aquellos que hayan recibido tratamiento periodontal dentro de los ultimos
6 meses. Este proyecto fue aprobado por el comité de ética de la Facultad
de Odontologia de la Universidad de los Andes. Previo al estudio todos los
pacientes consintieron voluntariamente en su participacion.

Determinacion del Estado Periodontal

Un examinador, previamente calibrado realiz6 el examen
periodontal clinico. Se examinaron todas las piezas dentarias presentes
en boca exceptuando los terceros molares. Utilizando una sonda
periodontal Carolina del Norte (Hu-Friedy, USA) se midi6 profundidad
al sondaje (PS) y nivel de insercién clinico (NIC) en 6 sitios por cada
diente (mesio vestibular, vestibular, disto vestibular, mesio palatino
o lingual, palatino o lingual y disto palatino o lingual). Se determiné el
indice de sangrado al sondaje (IS) observando las superficies dentarias
sangrantes, después de 20 segundos de realizado un recorrido del
margen gingival con la sonda periodontal, y promediandolo con las
superficies totales examinadas.

Para establecer la definicion de caso de periodontitis cronica
se utilizé la definicion propuesta por el grupo de trabajo CDC (Division
of Oral Health at the Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta
USA), para periodontitis basada en una poblacion de vigilancia®”.

Toma de Muestra de Niveles CVS

Las muestras de aire para determinar los niveles de CVS fueron
obtenidas con una bombilla conectada a la entrada de un monitor de
sulfuros (Halimeter®, Interscan Corp, USA). Se solicité a cada paciente
que cerraran sus bocas por 30 segundos antes del procedimiento y
contuvieran el aliento. Posteriormente, la bombilla se inserté 3 cm dentro
de la boca de cada paciente y se les pidié que sujetaran la bombilla con
sus labios y que respiraran solo por la nariz. Los resultados obtenidos se
expresaron en partes por billon (ppb).

Toma de Muestra de FGC

Las nuestras de FGC se obtuvieron de los 2 sacos
periodontales mas profundos de cada cuadrante con tiras de papel
estériles, introduciéndolas subgingivalmente por 30 segundos. Los sitios
seleccionados fueron aislados con torundas de algodén, libres de saliva
o sangre, y la placa supragingival evidente fue removida cuidadosamente
con cureta. Los conos de papel se depositaron en un tubo Eppendorf
rotulado y posteriormente las muestras fueron congeladas a -45° C
(Freezer ScienTemp, ADRIAN Michigan USA) hasta su analisis.

Test de ELISA para RANKL y OPG

Las muestras obtenidas del FGC de los pacientes fueron
resuspendidas en soluciéon tamponada PBS 1x y tween 20 al 0.05% y
centrifugadas a 10.000 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente fueron analizadas en el Laboratorio de Investigacion
Odontoldgica de la Universidad de los Andes, donde, mediante Test de
ELISA, se determinaron los niveles de RANKL y OPG para cada paciente.
Para medir los niveles de RANKL se utilizé un kit ELISA de sRANKL
humano (BioVendor®, Austria) y para medir OPG un kit ELISA de
Osteoprotegerina humana (RayBio®, USA). El rango de concentraciones
de estandares de RANKL era de 0.5, 1, 2, 4, 8, 16 y 32 pmol/l y la de
OPG en un rango de concentracion de 0; 1.23; 3.7; 11.11; 33.33; 100;
300 y 900 pg/ml. Se realiz6 el analisis segun lo indicado por el fabricante.
La absorbencia de cada muestra fue cuantificada a 450 nm en lector de
ELISA Microplate Autoreader EL311 (BioTek Instruments ®, USA).

Analisis Estadistico

Las variables estudiadas (continuas) se describieron con medidas
de tendencia central, posicion y dispersion. Se evalud si las variables
analizadas tenian distribuciéon normal a través del test de Shapiro-Wilk.

La relacién existente entre los niveles de CVS con los niveles de
IS, IG, RANKL, OPG y la razon RANKL/OPG se determiné mediante el test
de correlacién de Spearman, dado que no presentaron distribucién normal
y al intentar transformarlas no se logré dicha distribucién, presentando su
respectivo coeficiente de correlacion (R). El andlisis fue realizado mediante
el software STATA 11.2 (StataCorp LP, Texas, USA). Los resultados
obtenidos fueron presentados mediante graficos de dispersion.

RESULTADOS

Durante el periodo en que se realizaron las evaluaciones
clinicas y la toma de muestras, fueron evaluados en la clinica de
diagnéstico 1014 personas de las cuales 71 (7%) cumplieron todos los
criterios de inclusién y exclusion previamente establecidos. 32 pacientes
(45.07%) fueron de sexo masculino y 39 (54.93%) de sexo femenino. El
promedio de edad fue de 44.83 (Desviacion estandar (DE): 10.14). 61
pacientes presentaron (85.92%) con periodontitis cronica severa (PCS)
y 10 (14.08%) periodontitis cronica moderada (PCM). Las variables
analizadas se encuentran descritas en la Tabla 1.

Existié una correlacion positiva entre los niveles de CVS y el
indice de sangramiento al sondaje (IS) con un R de 0.43 y un p value =
0.01 (Figura 1). También se observé una correlacion positiva entre los
niveles de CVSy el IG con un R de 0.309 y un p value = 0.0108.
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RANKL fue detectado en las muestras de los 71 pacientes,
en cambio, OPG fue detectado en 43 pacientes (60.56%). El valor
promedio de RANKL fue de 0.0039 pg/ul (DE: 0.00042) y de OPG fue
de 0.02 pg/ul (DE: 0.031).

Al evaluar la correlacion de los niveles de CVS con los niveles
de RANKL, OPG y la razén de estas, se observé para RANKL un R de
0.098 con un p value = 0.41, para OPG un R de -0.084 con un p value =
0.48 y para la razén RANKL/OPG un R de 0.067 con un p value = 0.57
(Figuras 2, 3y 4).

Tabla 1. Descripcion de las variables analizadas.

. Media Median . -
Variable (DE) (RIC) Minimo | Maximo
44.83 45
Edad (10.14) (14) 22 65
5
N° de PD ausentes 6) 0 12
N° de sitios periodontales (123083% (1333 96 168
N° de sitios con pérdida de NIC >o= 13.41 9.52 0 50
5mm (12.95) (16.67)
1.41 1.46
16 042 | ©18 | 0% 8
57.44 60.1
1S (%) (2151) (318) 9.52 93.9
. . 112.53 74
Halimeter ppb (82.26) (103) 17 360
0.00399 0.00393
RANKL pg/ul (0.00042) | (0.00393) 0.0033 | 0.0056
0.02 0.0077
OPG pg/pl (0.031) 0.02) 0.0007 11.317
. 2.51 0.51
Razon RANKL/OPG 2.76) (542) 0.02 8.02

* Niveles de compuestos volatiles sulfurados.
RIC: Rango intercuartilico.

Figura 1. Relacion entre los niveles de CVS medidos mediante Halimeter en ppb y
el indice de sangramiento al sondaje (IS).

Figura 2. Relacién entre los niveles de CVS medidos mediante Halimeter en ppb
y RANKL.
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Figura 3. Relacion entre los niveles de CVS medidos mediante Halimeter en ppb
y OPG.

Figura 4. Relacion entre los niveles de CVS medidos mediante Halimeter en ppb
y la razén RANKL/OPG.

DISCUSION

Existe escasa literatura que describa los efectos de los
compuestos volatiles originados en individuos con halitosis de origen
intra oral sobre los tejidos periodontales. La gran mayoria de las
investigaciones realizadas en los ultimos 20 afios han sido in vitro. El
objetivo de este estudio fue evaluar silos CVS medidos en la cavidad oral
de pacientes con periodontitis crénica moderada a severa se relacionan
con la expresion de RANKL y OPG a nivel de fluido gingival crevicular
(FGC).

El promedio de los niveles de CVS para los pacientes de
este estudio fue de 112.53 ppb (DE: 82.26). Podemos comparar estos
resultados con los obtenidos por Liu y col.('®, donde en los pacientes con
un rango de edad de 35 a 44 afios fue de 72 ppb para los hombres y de
86.97 ppb para las mujeres. En el rango de edad de 45 a 54 afios fue
de 77.33 ppb para los hombres y de 82.53 para las mujeres. El promedio
de edad en este estudio fue de 44.83 + 10.14 afios. Las diferencias en
los niveles de CVS puede deberse a que esta investigacion fue realizado
en pacientes con periodontitis cronica moderada o severa y el estudio
aludido incluy6 pacientes con diferentes condiciones periodontales.

Los niveles de RANKL fueron detectados en las muestras de
los 71 pacientes evaluados. Vernal y col.(", encontraron RANKL en el
85% de pacientes con periodontitis cronica y un 46% de los controles
sanos. El promedio de los niveles de RANKL en esa investigacion fue
de 115.53 pg (DE: 78.18) en los pacientes con periodontitis cronica y de
un 63.08 pg (DE: 55.08) en el grupo de pacientes sanos (al expresar sus
resultados en pg/ul las concentraciones fueron mayores en el grupo de
pacientes sanos debido a que la cantidad de fluido gingival crevicular
fue considerablemente menor). Estos resultados fueron diferentes a
los encontrados en este estudio donde el promedio de RANKL fue de
0.0039 (DE: 0.00042 pg/ul). Los resultados obtenidos por Vernal y col.,
demostraron que la cantidad total de RANKL es estadisticamente mayor
en sitios activos que en sitios sanos. Esto lo podriamos explicar debido
a que esta investigacion sélo incluyé pacientes con periodontitis cronica
y las diferencias también se podrian deber al kit de ELISA utilizado y su
nivel de sensibilidad.
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La halitosis se define como cualquier olor desagradable en el
aliento. Se ha descrito que las bacterias responsables de la enfermedad
periodontal liberan, producto de su metabolismo, CVS, responsables de
la halitosis. Estos compuestos son capaces de producir también cambios
a nivel del periodonto, como aumentar la permeabilidad a nivel tisular,
estimular la produccién de citoquinas inflamatorias, disminuir la sintesis
de colageno e inducir la apoptosis de fibroblastos gingivales. Estudios
recientes sefialan los posibles efectos que podrian tener los CVS sobre
los niveles de RANKL y OPG en el tejido periodontal(-15.20-27),

La pérdida de tejido 6seo es también una de las
manifestaciones de la enfermedad periodontal. Sin embargo, el efecto
nocivo de los CVS en metabolismo 6seo, en condiciones periodontales,
no ha sido totalmente determinado. En un estudio piloto realizado por
Irie y col.(®), se examinaron los efectos de NaHS sobre la diferenciacion
osteoclastica en tejido periodontal de ratas. Después de la aplicacion
de NaHS, se observé un aumento en la expresion del ARNm de RANKL
seguido a un incremento en el nUmero de osteoblastos RANKL positivos
y osteoclastos TRAP positivos. Esto sugiere que el sulfuro de hidrégeno
puede potencialmente inducir la diferenciacién osteoclastica a través de
la expresion de RANKL.

Li y col.@, determinaron que concentraciones fisiolégicas de
sulfuro de hidrégeno en el aire oral indujeron diferenciacion osteoclastica
mediante las vias ERK %2 y p38 MAPK y que las células multinucleares
diferenciadas también tienen la capacidad de producir reabsorcion
6sea. Asi, los CVS, como el sulfuro de hidrégeno, pueden ser un factor
causante de reabsorcion del hueso alveolar. Imai y col.?®, determinaron
que este compuesto volatil también es capaz de inhibir la proliferacion de
osteoblastos humanos mediante la via de MAPK.

Una desregulacion local en la interaccién de RANKL y OPG
puede dar lugar a la reabsorcién de hueso alveolar. Bostanci y col.('?,
analizaron los niveles de RANKL y OPG, asi como la razén entre ellos,
en pacientes sanos, con gingivitis y diversas formas de periodontitis.
Los niveles de RANKL fueron significativamente elevados en todas las
formas de periodontitis estudiadas pero no en gingivitis. Estos resultados
son similares a los obtenidos en otros estudios que demostraron que
los pacientes con periodontitis tienen una mayor expresion de RANKL
en comparacion con sujetos sanos('®%°3). Por el contrario, los niveles
de OPG se redujeron en todas los grupos con enfermedad periodontal,
incluyendo gingivitis. Las alteraciones en las concentraciones de RANKL
y OPG reflejaron cambios en la razén de ellos. En comparaciéon con
salud, esta relacion fue significativamente mayor en todas las formas de
periodontitis.

El promedio de los niveles de OPG (0.02 DE: 0.031 pg/ul) fue
considerable mayor al promedio de los niveles de RANKL (0.0039 DE:
0.00042 pg/ul) obtenidos. Estos resultados contrastan a los obtenidos
por Bostanci y col.(", donde las muestras de FCG de los pacientes con
periodontitis cronica obtuvieron un promedio de 119.6 DE: 14.4 pg/ul
para OPG y de 370.7 DE: 54.7 pg/ul para RANKL, siendo mayores para
esta ultima citoquina.

En el presente estudio se midieron los niveles de CVS
presentes en la boca de los pacientes evaluados. Futuros estudios
que determinen los efectos de los CVS sobre los tejidos periodontales
deberian ser realizados mediante mediciones hechas en los sacos
periodontales.

La enfermedad periodontal progresa de manera impredecible,
con periodos de actividad seguidos por periodos de remision®2. Por
este motivo es importante que los clinicos sean capaces de evaluar
con precision si la enfermedad posee sitios activos, la respuesta del
hospedero al tratamiento y predecir el curso de la enfermedad en el
futuro. Sin embargo, las herramientas actuales no son aplicables en
todos los casos. En los afios ochenta, Fine y Mandel®®, propusieron
usar el sulfuro de hidrégeno como indicador se severidad de enfermedad
periodontal. El valor de esa hipdtesis aun no se ha dilucidado.

Futuros estudios deberian considerar diferentes estados
periodontales como pacientes con gingivitis, periodontitis agresiva y
controles sanos. De esta forma se podria determinar de mejor forma la
asociacion de los CVS sobre la expresion de RANKL y OPG y también
se podria usar como grupo control pacientes con todos esos estados
periodontales y con bajos niveles de CVS.

Finalmente seria interesante poder determinar si los diferentes
compuestos volatiles sulfurados (sulfuro de hidrégeno, metilmercaptano
y dimetil sulfuro) tienen una mayor o menor incidencia sobre los tejidos
periodontales y la expresion de RANKL y OPG. Esto es importante ya que
no todos los pacientes con halitosis tienen las mismas concentraciones
de estos gases en la cavidad oral.

Los resultados obtenidos no fueron lo suficientemente
robustos para demostrar una asociacion estadisticamente significativa
entre las variables investigadas. No se pudo apreciar una correlaciéon
entre el aumento de los niveles de CVS y el aumento de RANKL y la
disminucion de OPG. Para demostrar esto, sugerimos la realizacién de
un estudio longitudinal que considere controles sanos, pacientes con
diferentes condiciones periodontales y un mayor tamafio de muestra.
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