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INFORMAQAO SOBRE O ARTIGO RESUMO

Historial do artigo: Os implantes dentarios constituem cada vez mais uma solugéo efectiva e estética em casos

Recebido a 27 de margo de 2011 de perda dentaria. Uma vez que um dos principais objectivos actuais da implantologia é

Aceite a 28 de maio de 2011 a optimizacao dos resultados em reabilitacdes com implantes dentdrios, tem-se procurado

On-line a 7 de setembro de 2011 compreender de que forma o recurso a engenharia genética pode contribuir para esse efeito.
O presente artigo pretende avaliar a importancia de técnicas da drea da engenharia genética,

Palavras chave: nomeadamente sobre o papel do ligante do receptor activador do factor nuclear kappa beta

Implantes em osteoimunologia.

Titanio O artigo de revisdo bibliografica que se apresenta baseou-se nos resultados de pesquisa

NE-kB efectuados em motores de pesquisa de informac¢do médica e genética, tendo especial rele-

RANKL vancia a informacéao referente aos dltimos dez anos.

RANK Acredita-se que os niveis de ligante do receptor activador do factor nuclear kappa beta e a

OPG osteoprotegerina possam contribuir para a optimizacao de resultados referentes ao sucesso

da reabilitacdo implantar. Mais investigacOes clinicas urgem ser efectuadas para que se
possam esclarecer algumas duvidas e para que eventualmente se possam rentabilizar as

aplicagoes clinicas da engenharia genética aplicada a implantologia oral.
© 2011 Sociedade Portuguesa de Estomatologia e Medicina Dentdaria. Publicado por
Elsevier Espafa, S.L. Todos os direitos reservados.

Genetic engineering in implantology - the rankl

ABSTRACT

Keywords: Dental implants are an increasingly effective and aesthetic solution in cases of tooth loss.
Implants Once one of the major goals of current implantology is the optimal outcome in rehabilitation
Titanium with dental implants, there’s an attempt to understand how the use of genetic engineering
NF-kB can contribute to this effect. This article aims to evaluate the importance of the technical
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RANKL
RANK

area of genetic engineering, specialy on the role of the receptor activator for nuclear factor
kappa beta ligand in osteoimmunology.

OPG The present article is a literature review that was based on the results of research carried
out on search engines for medical information and genetics, with particular relevance to
information concerning the last ten years.

It is believed that the levels of receptor activator for nuclear factor kappa beta ligand
and osteoprotegerin may contribute to the optimization results in implant rehabilitation.
Further clinical investigations are urged to be made in order to clarify some issues and to
recoup the clinical applications of genetic engineering applied to oral implantology.

© 2011 Sociedade Portuguesa de Estomatologia e Medicina Dentdria. Published by Elsevier

Espaiia, S.L. All rights reserved.

Introducao

O processo de remodelacdo déssea requer a aposicdo 6ssea
por osteoblastos e a reabsorcao por osteoclastos, sendo que
na coordenacdo da osteoclastogénese e remodelacdo 6ssea
realca-se ainteraccdo de trés membros da superfamilia do fac-
tor de necrose tumoral (TNF): 1 - ligante do receptor activador
do factor nuclear kappa Beta (NF-kB) - RANKL, 2 - receptor
activador do NF-kB (RANK) e 3 - osteoprotegerina (OPG)%2.

RANKL

Estd demonstrado que sdo necessdrias duas citocinas para a
inducdo da diferenciacédo osteocléstica: o factor estimulador
de colénias de macréfagos (M-CSF) e o RANKL. O M-CSF parti-
cipa na proliferacdo de progenitores osteoclasticos e colabora
com o RANKL para induzir a fusdo de pré-osteoclastos em
osteoclastos que serdo secundariamente activados em oste-
oclastos maduros pelo préprio RANKLY,

Embora o RANKL seja expresso como um membro
transmembranar em células do estroma da medula 6ssea
(osteoblastos imaturos), o mesmo pode ser libertado da super-
ficie celular por clivagem proteolitica e ligar-se ao RANK ou
a OPG. A OPG, por sua vez, é formada pelos osteoblastos
quando estes reagem com citocinas, como o estrogénio, o
factor de transformacdo de crescimento beta (TGF-B) e as
proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs). A OPG pode ainda
ser produzida em células do ligamento periodontal, em fibro-
blastos gengivais e em células epiteliais. Quanto ao RANK,
ele é expresso na superficie de células progenitoras mie-
l6ides, pré osteoclastos, osteoclastos maduros e em células
dendriticash28-12,

A razdo RANKL/OPG, em termos de expressao, é um para-
metro considerado importante para o controle da reabsorcao
6ssea. Esta razdo tem ainda um papel importante no con-
trole dos graus de reabsor¢cdo ou densidade 6ssea mineral
uma vez que a OPG bloqueia a interac¢do entre RANK e
RANKL. O RANKL é considerado um estimulador poderoso da
reabsorcao 6ssea, comportando-se como factor quimiotéctico
para células monociticas através da sua ligacdo ao RANK. Ja
a OPG é descrita como um protector 6sseo solivel e a razdo
RANKL/OPG também tem sido indicada como marcador de
prognéstico biolégico em patologias ndo malignash2911.13,

As particulas de revestimento de alguns implantes inibem
a diferenciacdo de osteoblastos e alteram a razado de expressao

de genes do RANKL e OPG, podendo por isso ter efeitos adver-
sos na remodelacdo ésseal.

Métodos

Para a identificacdo dos estudos incluidos ou considerados
nesta revisdo, foi realizada uma pesquisa através da base de
dados da Pubmed (Arquivo digital de literatura biomédica e de
ciéncias da vida do Instituto Nacional da Satde dos Estados
Unidos) limitada aos ultimos dez anos (2002-2011), comple-
mentada perante uma selec¢do mais direccionada através da
base de dados OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man
- base de dados gerida pelo Instituto de Genética Médica
McKusick-Nathans, parte da Universidade de Medicina Johns
Hopkins). Foram utilizados como termos de pesquisa na Pub-
med: “RANKL dental implants”. Foram utilizadas as palavras -
chave na pesquisa direccionada a OMIM “RANKL”.

Como critérios de inclusdo foram utilizados artigos clinicos
e de revisdo referentes a influéncia do RANKL na osteoimu-
nologia. Foram excluidos os estudos cujo idioma néo fosse
o inglés, espanhol ou o portugués. Relativamente aos artigos
obtidos a partir da Pubmed, excluiram-se aqueles com mais
de dez anos (artigos anteriores a 2002). Esta exclusao nao foi
valida para os artigos obtidos a partir da base de dados OMIM,
nao se verificando assim limitacdo temporal, pela informacao
de extrema pertinéncia contida em alguns artigos com mais
de dez anos nesta Gltima base de dados.

Apés andlise segundo os critérios de inclusdo e exclusao,
foram seleccionados cerca de vinte artigos. Os dados que cons-
tavam nos artigos em causa foram analisados e utilizados para
a realizacdo do presente artigo de revisao.

RANKL

O RANKL é uma proteina transmembranar do tipo II que é
expressa em osteoblastos, células do mesénquima, condré-
citos hipertréficos e em células T activas, podendo a sua
expressdo ser potenciada por factores de reabsorcdo 6ssea
como o factor de necrose tumoral alfa (TNFa) e interleucina
1(IL1)%. Wei e colaboradores concluiram que a IL1 é uma molé-
cula chave na optimizacdo da osteoclastogénese induzida pelo
TNF, participando na estimulacao de células do estroma da
medula éssea para a expressido do RANKL e na estimulagdo da
diferenciacdo de precursores dos osteoclastos!3.
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Figura 1 - Osteoimunologia: a interface entre osso

e sistema imune.

RANKL - ligante do receptor activador do factor nuclear
kappa Beta, RANK - receptor activador do factor
nuclear kappa Beta. (Adaptado de Cohen MM]Jr 2006)*5.

A funcdo principal do RANKL é estimular a diferenciacdo
dos osteoclastos e inibir a apoptose dos mesmos’3. Assim,
verificou-se que na presenca de baixos niveis do M-CSF, o
RANKL parecia ser necessario e suficiente para a completa
diferenciacao de células precursoras de osteoclastos em oste-
oclastos maduros. Para além desta funcdo, verificou-se que
o RANKL exercia uma série de efeitos sobre as células imu-
nes, incluindo a activagao da cinase c-Jun N-terminal (JNK)
nas células T, a inibicdo da apoptose de células dendriticas, a
induc¢do da formacao de aglomerados de células dendriticas,
bem como efeitos em citocinas que actuam na proliferacado de
células T activas?.

O RANKL pode ser denominado de diferentes formas na
literatura, tais como: citocina relacionada com o TNF, indutora
de activacdo (TRANCE), ligante da osteoprotegerina (OPGL),
factor de diferenciagdo dos osteoclastos (ODF)?.

No que concerne ao mapeamento do gene responsavel pela
producao do RANKL, o mesmo foi efectuado por Anderson e
colaboradores que determinaram mesmo o seu locus preciso
no cromossoma 13 (13q14)*. Posteriormente, diversos investi-
gadores, independentemente, clonaram cDNAs do RANKL* 6,

O RANK, também conhecido como receptor do TRANCE,
é uma proteina de membrana do tipo I que se expressa na
superficie de osteoclastos e em células dendriticas facilitando
a sinalizacdo imunolégica, como se pode visualizar esquema-
ticamente na Figura 1 2891011,

A OPG, conhecida como factor inibidor da osteoclastogé-
nese (OCIF), é uma proteina soltivel produzida por osteoblastos
que pode inibir a diferenciacao de precursores dos osteoclas-
tos em osteoclastos e pode regular a reabsorcao dos osteoclas-
tos in vitro e in vivo, como esquematizado na Figura 22891011,
Esta proteina é um receptor que se liga ao RANKL compe-
tindo com o RANK. A frequéncia de OPG produzida regula a
massa 6ssea, pelo que uma alta frequéncia de OPG faz com
que o RANKL esteja menos disponivel para ligacdo com o
RANK e favorece assim o aumento da massa 6ssea, enquanto
uma baixa frequéncia de OPG faz com que o RANKL se torne
mais disponivel para a ligacdo com o RANK favorecendo a
reabsor¢do e diminui¢do da massa éssea?® 11, Acreditando-se
assim que a OPG possa ter efeito ésseo protector.

A triade molecular constituida por RANKL, RANK e OPG
podera desempenhar um papel determinante na regulacio da

Percursor
osteclasto

Osteoblasto —P>

RANKL RANK

Osteoprotegerina

Figura 2 - Ac¢do da osteoprotegerina - inibicdo da
diferenciacao dos osteoclastos.

RANKL - ligante do receptor activador do factor nuclear
kappa Beta, RANK - receptor activador do factor
nuclear kappa Beta. (Adaptado de Cohen MM]Jr 2006)*5.

remodelacdo dssea e é essencial para a osteoclastogénese e
activagdo de osteoclastos!?. Por estes motivos tém sido sugeri-
das algumas possibilidades terapéuticas na inibicdo da perda
6ssea e na promocdo da remodelacdo 6ssea periodontal por
parte desta triade?®.

Actividade do Rankl

A reabsorcdo 6ssea é iniciada quando os osteoblastos produ-
zem o RANKL, que por sua vez activa o RANK nos osteoclastos.
No fundo, o RANKL comporta-se como um factor quimiotac-
tico para mondcitos através desta ligacdo®® 1. A activacdo
do RANK pelo RANKL é seguida da sua interac¢do com
membros associados a familia do receptor TNF (TRAF). O
TRAF6 leva a expressido de genes especificos responsaveis pela
diferenciacdo e activacdo osteocléstica, sendo que os alvos do
TRAF6 incluem factores de transcricao como o NF-kB, activa-
dor de proteina 1 (AP-1), o factor nuclear de células T activas
(NFAT) e as proteinas cinases (MAPKSs) como as vias das cina-
ses p38, JNK, cinase regulada por sinal extracelular (ERK) e
Fosfatidilinositol-3-cinase/proteina cinase B (PI3K/AKTA).

O RANK activado induz o produto de transcri¢do codificado
pelo gene FOS (c-Fos), que por sua vez se liga ao DNA e promove
a expressdo de varios genes essenciais a maturacdo osteo-
clastica e consequentemente a reabsor¢do éssea. Ao mesmo
tempo, o c-Fos activa o interferdo g e inibe a diferenciacédo
dos osteoclastos, impedindo que o RANK induza a expres-
sdo de c-Fos?. Assim sendo, verifica-se que os osteoclastos
podem exercer upregulation ou downregulation sobre si mes-
mos. Ikeda e colaboradores concluiram que a sinalizac¢éo c-Jun
em cooperacdo com NFAT é crucial para a diferenciacdo dos
osteoclastos regulados pelo RANKL’.

O desenvolvimento dos osteoclastos deve estar sob
o controle de células do estroma da medula &ssea/
preosteoblasticas, de forma a garantir que o processo de
reabsorcdo e formacdo 6ssea seja fortemente associado per-
mitindo manter a integridade do esqueleto®!. Além disso,
a associagdo entre osteoblastogénese e osteoclastogénese
é assegurada pelo facto do factor de diferenciacdo dos
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osteoblastos Cbfal (principal factor de ligacdo alfa 1)/Runx2,
ser necessario para a expressdo adequada do factor de
diferenciacdo dos osteoclastos, RANKL, na superficie de
células do estroma/ preosteoblasticas?. A formacéo de oste-
oclastos requer a presenca de M-CSF, que é produzido por
células vizinhas do estroma e osteoblastos, exigindo assim
o contacto directo entre essas células e precursores de
osteoclastos!3.

Citocinas como o TNFa e IL1, estimulam a produgao de
M-CSF (aumentando assim o pool de células preosteoclasti-
cas), aumentando directamente a expressdo de RANKL. Além
disso, uma série de outras citocinas e hormonas, como o TGF-g
(aumenta a producéo de OPG), PTH (aumento da produgado de
RANKL/diminuicdo da producdo de OPG), 1,25 dihidroxivita-
mina D3 (aumento da producdo de RANKL), glicocorticéides
(aumento da produg¢do RANKL/diminui¢do da producdo de
OPG) e estrogénio (aumento da producdo de OPG) exercem
seus efeitos sobre a osteoclastogénese através da regulacdo
da producdo de células do estroma/osteoblasticas de OPG e
RANKL2'112 No entanto, nem toda a regulacdo dos osteoclas-
tos é exclusivamente via osteobldstica. O TGF-B pode também
estimular a expressdo de RANK em células preosteoclésticas
e assim aumentar a sensibilidade osteoclastica ao RANKL21,

Quando as células da linhagem osteoclastica RAW264.7 sdo
tratadas simultaneamente com OPG e RANKL, a formacdo
osteoclastica é abolida, pelo que poder-se-d afirmar que a
diferenciacdo dos osteoclastos é inibida pela OPG que se liga
ao RANKL, impedindo a interacgdo com o RANK?. A funcdo
da OPG tem também sido demonstrada através do desen-
volvimento de ratos transgénicos e knock-out, sendo que os
ratos knock-out exibiram diminuicdao da densidade e volume
6sseo e sofriam de osteoporose, a qual foi revertida através da
injeccdo intravenosa de OPG recombinante, revelando que a
presenca de OPG é necessdria a manutencdo da massa 6ssea
em situacdes fisiolégicas?.

Verificou-se que a quantidade de osteoprotegerina era
superior em tecidos adjacentes a implantes saudéaveis'®
e a de RANKL inferior, sendo que a razdo RANKL/OPG tende
a aumentar com a severidade da perimplantite®, sendo que
a idade néo esté associada com a quantidade e concentracdo
de RANKL e ndo varia com o género, pelo que a OPG podera
ser um possivel marcador para avaliar o estado de satde dos
tecidos envolventes dos implantes dentérios'%12,

Constatou-se ainda que o sRANKL (forma obtida a partir
da clivagem do RANKL associado a membrana pela enzima
de conversdo TNFa) no fluido crevicular perimplantar néo se
correlacionou com parametros clinicos correspondentes, pelo
que o imuno-ensaio com sRANKL néo reflecte correctamente
o estado da doenca, sendo necessario executar estudos longi-
tudinais com amostras grandes'®",

Novas abordagens

Varias abordagens baseadas em moléculas recombinantes
(OPG-Fc, RANK-Fc) ou anticorpos especificos contra o RANKL
foram reportadas com sucesso®'2. Péptidos do receptor do
factor de necrose tumoral (TNFR) tém sido desenvolvidos e eli-
minam a sinalizacdo induzida pelo RANKL, reabsor¢ao e perda
6ssea®!?. Tais peptidomiméticos que mimetizam quer

receptores de citocina como o TNFR quer receptores como a
OPG podem apresentar varias vantagens, sobretudo uma imu-
nogenicidade diminuida, um efeito mais dirigido e multiplas
aplicacdes em que estas moléculas sdo implicadas?.

Influéncia dos ides de titdnio na implantologia

O uso de implantes dentdrios de titdnio ndo é totalmente
inécuo para o organismo em que é implementado, tendo-se
verificado em estudos realizados por Mine e colaboradores?!
que os ides de Ti apresentam efeitos biolégicos, tanto na via-
bilidade de osteoblastos e osteoclastos como na diferenciacao
destas células, o que pode influenciar o prognéstico dos
implantes dentarios!. Sendo a resposta biolégica a particu-
las de revestimento na interface osso/implante considerada a
principal causa de ostedlise periprostética3.

Resultados in vitro sugerem que os ides de Ti podem aumen-
tar significativamente a producéo de citocinas inflamatérias
por macréfagos o que pode levar a reabsorcdo 6ssea, tendo-
se também verificado a possivel alteracdo dos padroes de
expressao do M-CSF, RANKL e OPG através da interac¢do entre
osteoblastos, células gengivais e linfécitos dos tecidos adja-
centes aos implantes!. Ainda neste estudo se verificou que
o tamanho das particulas de Ti é um dos factores condicio-
nantes da resposta do organismo, sendo que os ides de Ti no
intervalo de concentracdo de 1-9 ppm (parte por milhdo) tém
pouco efeito sobre a viabilidade de células da linhagem oste-
oblastica (MC3T3-E1), da linhagem osteoclastica (RAW264.7)
e da linhagem de células epiteliais (GE-1), enquanto os ides
de Ti de 20 ppm diminuiram significativamente a viabilidade
de todas as células. Tais conclusdes foram possiveis através
do recurso a uma reaccao da transcriptase reversa, seguida
da reaccdo em cadeia da polimerase (RT-PCR). Os dados RT-
PCR quantitativos em tempo real revelaram ainda que os ides
de Ti de 9ppm inibiram notavelmente a expressao de Runx2,
Osterix e colagénio tipo I na linhagem osteoblastica (MC3T3-
E1), em RAW264.7, os ides de Ti ndo demonstraram nenhum
efeito sobre os niveis de mRNAs para a fosfatase acida tarta-
rato resistente (TRAP) e catepsina K reforcada por RANKL!.

No que ao efeito sobre os niveis de mRNAs para RANKL e
OPG em GE-1 diz respeito, verificou-se que os ides de Ti no
intervalo de 1-9 ppm néo apresentaram qualquer influéncia
relevante sobre os mesmos enquanto os ides de Ti de 9ppm
aumentaram a expressdo destes genes em MC3T3-E1%.

Verificou-se ainda em alguns estudos, que o uso de rutilo
que é um mineral composto de diéxido de titdnio (TiO,) pro-
vocou menor bioreactividade comparativamente ao uso de Ti,
promovendo assim uma melhor osteointegracéo in vivo e ade-
sao0 osteoblastica in vitro, tendo-se verificado actividade de
ALP superior em TiO2 comparativamente ao Ti'®1°. Tal podera
dever-se auma maior hidrofilia da fase cristalina oxidada com-
parada a forma nativa, sendo as superficies de TiO2 cristalino
mais favordveis a viabilidade, diferenciacdo e morfologia celu-
lar do que o Ti.

A superficie porosa oxidada de Ti aparenta ser a superficie
mais efectiva, verificando-se ainda que a adesdo de osteoblas-
tos é superior em implantes de titdnio que foram previamente
sujeitos a anodizacdo®20,
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A modificacdo das superficies implantares tem sido o
grande desafio da implantologia moderna e a engenharia
genética possui ainda uma vastissima quantidade de
informacéo por desvendar, acreditando-se que esta nobre area
da medicina longe estara de ter cessado a sua contribuicdo
para o desenvolvimento da tecnologia implantar.

Conclusoes

Perante tudo o que foi consultado e neste trabalho apresen-
tado, atrevemo-nos a concluir que hoje j4 se torna mais claro
e predictivel o sucesso da reabilitacdo oral com implantes
dentdrios, contudo ainda existe uma franja, reduzida cer-
tamente, de individuos para os quais a previsdo ndo é tdo
simples. A susceptibilidade do hospedeiro para desenvolver
reaccoes exacerbadas pré-inflamatorias pode, em parte, ser
um factor etiolégico do insucesso implantar. Nestes casos
especificos e talvez na globalidade dos casos, se possivel, os
niveis de RANKL e OPG poderdo eventualmente contribuir
para a optimizacdo de resultados referentes ao sucesso da
reabilitacdo implantar.

Acreditamos que estudos clinicos futuros em humanos
com recurso a estas moléculas poderdo desempenhar um
papel fundamental na determinacdo da influéncia destas
moléculas em procedimentos de regeneracdo dssea em cirur-
gia oral, bem como em implantologia.

E nossa convicgdo ainda que a investigacdo baseada na
determinacdo dos niveis destas moléculas e a sua associagdo
a susceptibilidade do hospedeiro para a reabsorcao radicular
externa e para a reabsorcdo dssea na area da ortodontia fixa
ndo devem ser menos validas enquanto objecto de estudo.
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