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Resumen

La enfermedad periodontal (EP) es una patologia infecciosa que afecta los tejidos que sostienen a los dientes en
la que se produce no solo una respuesta inflamatoria sino una destruccion irreversible del ligamento periodontal,
hueso, cemento y tejidos blandos. La respuesta inmune a los patégenos microbianos depende de componentes del
sistema inmune, que inducen la produccioén de citocinas y contribuyen a la inflamacién. Existe un equilibrio entre
las citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas y las citocinas anti-inflamatorias donde el patron de éstas expresadas
localmente en el tejido periodontal y las células inflamatorias contribuyen a la fase destructiva de la progresion de
la enfermedad. Se sabe que el sistema renina angiotensina (SRA) esta involucrado en la inflamacion, a través de la
angiotensina I (ANG II) que ejerce acciones pro-inflamatorias. Con el fin de determinar el papel de la ANG II en la
EP, se evaluo el efecto que ejerce sobre la respuesta inmunitaria innata inflamatoria el bloqueo del receptor AT1
con valsartan, en un modelo de EP inducido por la administracion de lipopolisacaridos (LPS) en la encia de la rata
durante 7 dias. Nuestros resultados demuestran que el LPS incrementa los niveles salivales de la proteina C reactiva
(PCR), IL-17 y quimiocinas (RANTES y MIP-3a), mientras que reduce la citocina anti-inflamatoria IL-4. El tratamiento
con valsartan durante 7 dias previene estos efectos. Los hallazgos indican que la angiotensina II participa en la
inflamacion inducida por el LPS en EP, y sugieren que el valsartan podria constituir una nueva alternativa terapéutica
en el tratamiento de la enfermedad periodontal.
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Abstract

Periodontal disease (PE) is an infectious pathology that affects the tissues that support the teeth in which
not only an inflammatory response occurs but also irreversible destruction of the periodontal ligament, bone,
cementum, and soft tissues. The immune response to microbial pathogens depends on components of the
immune system, which induce the production of cytokines and contribute to inflammation. There is a balance
between pro-inflammatory cytokines, chemokines and anti-inflammatory cytokines where the pattern of these
expressed locally in periodontal tissue and inflammatory cells contribute to the destructive phase of disease
progression. It is known that the renin angiotensin system (SRA) is involved in inflammation, through angiotensin
Il (ANG II) that exerts pro-inflammatory actions. In order to determine the role of ANG II in PD, the effect exerted
on the innate inflammatory immune response by AT1 receptor blockade with valsartan was evaluated in a PD
model induced by the administration of lipopolysaccharide (LPS) in the gum of the rat for 7 days. Our results
demonstrate that LPS increases the salivary levels of C-reactive protein (CRP), IL-17 and chemokines (RANTES
and MIP-3a), while reducing the anti-inflammatory cytokine IL-4. Treatment with valsartan for 7 days prevents
these effects. This data indicates that angiotensin II participates in the inflammation induced by LPS in PD, and
suggests that valsartan could constitute a new therapeutic alternative in the treatment of periodontal disease.
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Introduccion

La enfermedad periodontal (EP)
es ampliamente conocida como una
enfermedad cronica cuya etiologia es
multifactorial. Se sabe que la participacion
bacteriana inicia la EP, pero es la
respuesta del huésped la que determina la
extension del dano inmuno-inflamatorio;
éste involucra la destruccion de tejidos
de soporte dentario como ligamento
periodontal, hueso, cemento y tejidos
blandos (Silva y col., 2015).

Las primeras defensas con las que se
enfrentan los agentes externos al intentar
penetrar en el organismo son totalmente
inespecificas, su actuacion es fundamental
para el desarrollo posterior de la defensa
inmune adaptativa. Esta labor de defensa
de las agresiones externas a cargo del
sistema inmune, esta compuesto por un
conjunto de o6rganos, tejidos, células y
moléculas, que elabora una respuesta
coordinada.

La incidencia y progresion de la
enfermedad periodontal depende de las
complejas interacciones entre las bacterias
periodontopatdgenas y las células del
sistema inmune del huésped, las cuales
estan mediadas por citocinas y quimiocinas
producidas tanto por el huésped como
por las células presentes en el sitio de la
inflamaciéon (Herane y col., 2013).

El lipopolisacarido (LPS) bacteriano
estimula al eje monocito/linfocito y esto
resulta en la secrecion de sustancias
mediadoras de la inflamacion como las
interleucinas IL-1B3, IL-6, IL-17 y TNF-q,
PGE2 (prostaglandina E2) y leucotrieno
B4 (Graves, 2008). La respuesta inmune
a los patdégenos microbianos depende de
componentes del sistema inmune tanto
innato como adaptativo (Sarah y col.,
2006). Esta respuesta inflamatoria del

huésped en la infeccion periodontal libera
los marcadores inflamatorios sistémicos
que forman parte de los componentes del
exudado inflamatorio proveniente desde
la circulacion hacia el surco de la encia,
denominado liquido o fluido gingivocre-
vicular (FGC).

Una serie de citocinas pro-inflamatorias
son sintetizadas de novo tras infecciones
virales o bacterianas. Estas citocinas
son activas en la estimulacion de células
fagociticas, monocitos, macréfagos, neu-
trofilos y células endoteliales (Grover y
col., 2016). Las citocinas y quimiocinas
inicialmente fueron identificadas por
su capacidad de activar, atraer y dirigir
diversas familias de leucocitos circulantes
hacia los sitios inflamados, son las
moléculas efectoras clave que determinan
la progresion del proceso inflamatorio y la
destruccion tisular (Panezai y col., 2017).

Para prevenir una respuesta inflamatoria
excesiva que conlleve la destruccion
tisular, la actividad del TNF-a y de las
citocinas pro-inflamatorias debe ser
requlada. Esta actividad se lleva a cabo
gracias a las citocinas anti-inflamatorias,
como laIL-10, la IL-4 y las formas solubles
de sus receptores. Estas citocinas
antagonistas inhiben la union del ligando
con los receptores de manera competitiva,
bloqueando su accion e impidiendo el
desarrollo de la senalizacion intercelular.

Las células T CD4+ juegan un
importante papel en el funcionamiento
de un sistema inmunitario sano. Ayudan
a las células B a producir anticuerpos,
activan la capacidad de destruccion de
microbios de los macrofagos y reclutan
otras células a las areas infectadas
o inflamadas del organismo. Estas
actividades son orquestadas a través
de la produccion de varias citocinas y
quimiocinas. Desde hace tiempo se sabe

28



VALSARTAN SOBRE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS SALIVALES

que las células T CD4+ naive pueden
diferenciarse en los subtipos Th1 y Th2 en
funcion del ambiente pro-inflamatorio o
anti-inflamatorio, respectivamente. Estos
subtipos tienen una funciéon y un patréon
de produccion de citocinas distinto.
Generalmente, las células Thl se han
asociado con la eliminacion de patdégenos
intracelulares, mientras que las Th2 estan
involucradas en las respuestas frente
a patogenos extracelulares y parasitos
(Moran y Mastaglia, 2014). Por casi dos
décadas, el paradigma Thl/Th2 sirvio
de marco conceptual en la investigacion
de la patogénesis de la periodontitis, sin
embargo como en otras enfermedades
inflamatorias, la inmunidad mediada por
celulas T en la periodontitis no encaja del
todo en este modelo. La demostracion
realizada por Infante-Duarte y col
(2000) de que lipopéptidos de Borrelia
burgdorferi estimulan a las células T a
producir IL-17, TNFa, y factor estimulante
de colonias de macrofagos (GM-CSF),
citocinas no asociadas con los linajes Th1l
o Th2, llevé al descubrimiento de unas
nuevas ceélulas CD4+ identificadas como
Th17 con predominio pro-inflamatorio
(Gaffen, 2008), las cuales juegan un papel
esencial en la regulacion de los procesos
inflamatorios y en las enfermedades
autoinmunes (Weaver y col., 2007).

Durante las reacciones inflamatorias,
los leucocitos migran a través de las
paredes de los vasos sanguineos hacia
el tejido extravascular donde ejercen
gran variedad de funciones biologicas.
También pueden salir de la circulacion
bajo condiciones fisioloégicas como parte
de su funcion de vigilancia, tanto en
la inflamatoria como la homeostatica;
algunas citocinas con funciones muy
especificas controlan la activaciony el flujo
de estas células (Cano y Montoya, 2001).
Las quimiocinas son una gran familia de
citocinas quimiotacticas que estimulan el

reclutamiento de células inflamatorias;
son producidas por un amplio espectro
de células residentes del periodonto,
como fibroblastos, células endoteliales,
macrofagos, osteoclastos, células epite-
liales, leucocitos polimorfonucleares,
monocitos, linfocitos y mastocitos.
Algunas quimiocinas contribuyen con la
inflamacién e inducen la resorcion Osea,
ya que pueden estimular uno o varios
pasos de ésta, incluso el reclutamiento,
la diferenciacion, o la fusion de células
precursoras para formar osteoclastos
(Graves, 2008).

Por otra parte, se sabe que el sistema
renina-angiotensina (SRA) es un mediador
clave en los procesos inflamatorios
(Saavedra y col.,, 2011; Labandeira-
Garcia y col., 2017). Efectivamente, se ha
demostrado que la angiotensina I (ANG II),
a través de su receptor AT,, es capaz de
iniciar una cascada inflamatoria mediada
por la activacion de la enzima NAD(P)H
oxidasa, la generacion de especies reactivas
de oxigeno (ERO) y la activacion del factor
nuclear kB (NF-xB) (Kim y col., 2011,
2012; Matos y col., 2013). Ahora bien,
existe evidencia de la presencia de un
sistema renina-angiotensina local a nivel
de tejidos periodontales que podria estar
involucrado en los procesos inflamatorios.
Asi, se ha demostrado la presencia de los
componentes del SRA, especialmente la
presencia de receptores de la ANG Il en
la pulpa dental (Souza y col., 2007), el
tejido gingival y en cultivo de fibroblastos
de diversas especies (Santos y col., 2009).
Aun mas, se ha descrito la presencia de
todos los componentes del SRA en el
tejido gingival de la rata, el cual es capaz
de generar la ANG Il y péptidos derivados
(Santosy col., 2009). No solo se ha descrito
la expresion de los componentes de SRA
en tejido gingival y en los fibroblastos
del ligamento periodontal humano,
sino que también se ha demostrado su
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funcionalidad en el tejido periodontal
humano y de rata. Efectivamente, el
bloqueo del receptor AT, y renina puede
prevenir significativamente la pérdida de
hueso inducida por la EP en ratas (Santos
y col., 2015).

Se sabe poco sobre el papel de la ANG 11
en los procesos inflamatorios implicados
en la periodontitis. Por ello, empleando
el modelo experimental de periodontitis
inducida por la administracion de LPS en
la encia de la rata, en el presente estudio
se evaluaron los posibles cambios
de los niveles salivales de algunas
citocinas inflamatorias, anti-inflamatorias
y quimiocinas, asi como el posible
papel del sistema renina angiotensina
local mediante el uso del valsartan, un
antagonista de los receptores AT, de la
angiotensina II.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas macho, de la cepa
Sprague-Dawley, de 280-300 g de peso
corporal, provenientes del Bioterio del
Instituto de Medicina Experimental
(UCV, Caracas), mantenidos bajo libre
acceso al agua y comida (Ratarina®)
hasta el momento del experimento. Los
experimentos fueron realizados bajo la
supervision de la Comision de Bioterio
de la Facultad de Farmacia de la UCV
y de acuerdo al Codigo de bioética y
bioseguridad sobre el manejo de animales
de experimentacion del Ministerio de
Ciencias y Tecnologia de la Republica
Bolivariana de Venezuela.

INDUCCION DE LA PERIODONTITIS

La periodontitis se indujo mediante
inyecciones repetidas en el tejido gingival
de la endotoxina de acuerdo al método de
Ramamurthy y col. (1985). La inflamacion
periodontal fue inducida 24 horas antes del

inicio del tratamiento con el antagonista
de los receptores AT, (valsartan) (VAL).
Las ratas fueron anestesiadas con
Ketamina al 10% (60 mg/kg) e inyectadas
directamente en la encia vestibular entre
el primer y sequndo molar con 10 pL (1
mg/mL) de LPS de Escherichia coli (E.
coli), purificado cromatograficamente
(Sigma, St. Louis, MO), cada dos dias para
un total de 4 inyecciones en un periodo
de 7 dias de tratamiento. Las ratas fueron
distribuidas en los siguientes grupos: (1)
CONTROL, (2) LPS, (3) VALSARTAN (VAL),
(4) LPS+VAL (L+V). EL VAL fue administrado
via oral (10 mg/Kg) mediante el uso de
una sonda gastrica. Para la determinacion
de proteina C reactiva (PCR) y las citocinas
se recolect6 saliva, para lo cual las ratas
fueron anestesiadas con ketamina al 10%
(60 mg/Kg) y utilizando una micropipeta
se recolecté un aproximado de 500 pL de
saliva a los 7 dias de tratamiento, ésta fue
congelada a -20°C hasta el momento en
que se realizaron los ensayos.

DETERMINACION DE LA PROTEINA C REACTIVA

Se realizé la determinacion de PCR
mediante el uso de un estuche comercial
(DRG® C-Reactive Protein (CRP) ELISA
(EIA-1952), el cual esta basado en una
tira de microtitulacion revestida con
anticuerpo anti-PCR que se incubd con
suero diluido estandar y las muestras de
saliva. Durante esta etapa de incubacion
la PCR se une especificamente a los
pocillos. Después de la eliminacion de
las proteinas no fijadas de saliva por un
procedimiento de lavado, el complejo
antigeno-anticuerpo en cada pocillo se
detecta con anticuerpos conjugados
con peroxidasa. Después de separar el
conjugado no unido, las tiras se incubaron
con una solucion cromogena que contiene
tetrametilbenzidina y peroxido de
hidrégeno formandose un color azul. La
reaccion enzimatica se detuvo mediante
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la adicién de H,SO, 0,5 M y los valores de
absorbancia se determinaron a450 nm. La
curva estandar se obtuvo representando
los valores de absorbancia frente a los
valores referenciales correspondientes.
La concentracion de PCR en las muestras
se determind por interpolaciéon a partir de
la curva estandar, y se expreso en pg/mL.

DETERMINACION DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Las muestras de saliva se evaluaron
por duplicado mediante el analisis
multiplex de microesferas (Bio-Plex Pro
Assays Cytokine, Chemokine and Growth
Factors, Life Science Group, BIORAD).
Brevemente, el sistema Bio-Plex® se basa
en tres nucleos tecnologicos. El primero
constituye una tecnologia novedosa
que emplea hasta 100 microesferas de
poliestireno (5,6 pm) o magnéticas (8 pm),
tenidas fluorescentemente y codificadas
con un codigo espectral (Tecnologia
XMAP), con detecciéon simultanea de hasta
100 moléculas diferentes por muestra. El
segundo es un citbmetro de flujo con dos
rayos laser asociados a un sistema optico
que permite cuantificar las diferentes
moléculas unidas a la superficie de las
microesferas. El tercero esta constituido
por un procesador de senal digital de
alta velocidad que maneja los datos de
fluorescencia con alta eficiencia. Esta
técnica nos permitié estudiar en forma
simultanea las concentraciones salivales
de las interleucinas (IL)-1alfa/beta, IL-2,
IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL13, IL-15,
IL-17, de las citocinas: eotaxina, factor
de crecimiento basico de fibroblastos
(FGFDb), factor estimulante de colonia de
granulocitos (G-CSF), factor estimulante
de colonia de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), interferon-gamma (INF-y),
proteina 10 inducible por IFN-y/quimiocina
10 motivo C X C (IP-10/CXCL10), proteina
quimiotactica de monocitos tipo-1 (MCP-
1), proteina inflamatoria de macrofagos-1

alfa/beta (MIP-1a/b), factor de crecimiento
derivado de las plaquetas (PDGF), ligando
5 de motivo C/ proteina expresada y
secretada en células T normales reguladas
en la activacion (CCL5/RANTES), factor de
necrosis tumoral - alfa (TNF-a) y factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados
como la media * el error estandar de la
media (X + E.E.M.) y fueron graficados y
analizadosmediante el programaGraphPad
Prism version 4.1. Las diferencias entre
los grupos se determinaron mediante el
uso de la prueba de t de Student y el
analisis de varianza de una via (ANOVA).
Valores de p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Resultados
DETERMINACION DE LA PROTEINA C REACTIVA

En la figura 1 se observa que la
inyeccion en la encia de LPS incremento
significativamente los niveles PCR en
la saliva. El tratamiento con valsartan
durante 7 dias previno el incremento de
PCR salival inducido por LPS.

DETERMINACION DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

Al evaluar la respuesta de Ila
administracion de LPS sobre los niveles
salivales de la citocina pro-inflamatoria
(IL17), la citocina anti-infamatoria (IL4)
y las quimiocinas (MIP-3a y RANTES), se
puede observar que los niveles salivales de
la IL-17, RANTES y MIP-3a incrementaron
significativamente. Por el contrario, la
administracion de LPS disminuy6é de
forma significativa los niveles salivales de
IL-4. En todos los casos, el tratamiento
con valsartan, un antagonista del receptor
AT,, previno el efecto inducido por LPS
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sobre las citocinas y quimiocinas salivales
(Figura 2).

Discusion

La  enfermedad periodontal se
caracteriza por una inflamaciéon que
se extiende hasta la profundidad de
los tejidos, y causa la degeneracion y
destruccion del tejido de soporte y del
hueso alveolar. De los diferentes modelos
paralainduccion delaEP, laadministracion
sistémica y local de endotoxinas
bacterianas como los LPS de bacterias
Gram negativas, a roedores, constituyen
hoy en dia un sistema bien caracterizado
de inflamacion, reproduciendo asi
los aspectos clinicos, radiograficos
e histologicos de la periodontitis en
humanos y constituyéndose en una
herramienta util en el estudio de la EP
(Matos y col., 2016).
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Figura 1. Determinacion de la concentracion
de la PCR en la saliva de ratas tratadas durante
7 dias con valsartan. Cada barra representa la
media + E.E.M. ***p<0,001 respecto al grupo
control. **p<0,01 respecto al grupo VAL.

El LPS estimula al eje monocito/
linfocito y esto resulta en la secrecion de
sustancias mediadoras de la inflamacion.
El mecanismo fisiopatolégico por el cual
ocurre este proceso tiene explicacion
en la respuesta inmune del hospedero
frente a los microorganismos productores
de toxinas. Estas endotoxinas estimulan
a las células de defensa de los tejidos
periodontales a que expresen diferentes
mediadores inflamatorios, entre los
cuales estan la IL-1, IL6, el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el receptor
activador del factor xf ligando (RANKL)
(Matos y col., 2014, 2016). Sumado a
estos mediadores inflamatorios, también
se liberan otras sustancias como las
proteinas de choque térmico (HSP60) y
la Proteina C Reactiva (PCR), entre otras
sustancias potencialmente citotoxicas
(Matos y col., 2016). Cuando la respuesta
inflamatoria aguda es insuficiente, estas
citocinas estimulan a los hepatocitos para
que secreten proteinas de fase aguda
tales como la PCR durante el proceso de
respuesta inflamatoria cronica sistematica
no especifica (Qvarnstrom y col., 2010).
La PCR es sintetizada primariamente en
el higado y es uno de los marcadores de
eleccion para monitorear esta respuesta;
la PCR contribuye a la respuesta no
especifica en la mayoria de las formas
de inflamacioén, infeccion y dano tisular
(Podzimek y col., 2015).

Estudios recientes han demostrado la
capacidad del tejido periodontal inflamado
de sintetizar PCR, asi como la presencia
de la proteina y la expresion de su ARNm
en tejidos gingivales tanto de pacientes
con periodontitis como en sujetos
sanos (Lu y Jin, 2010). Adicionalmente,
la expresion génica de la PCR esta
significativamente incrementada en Ila
periodontitis comparada con la gingivitis
(Maekawa y col., 2011). Asi, hemos
demostrado en un modelo experimental
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Figura 2. Concentracién de IL-17, IL-4, MIP-30 y RANTES en

saliva en los animales tratados con

*kk

valsartan durante 7 dias. Cada barra representa la media + E.E.M.***p<0,001 respecto al control.

en rata, el incremento de los niveles de
PCR salival inducido por la administracion
de LPS (resultados presentes), sugiriendo
un papel de la PCR en la periodontitis.
Efectivamente, existe evidencia de
estudios transversales, que la PCR sérica
estaelevadaen pacientes con periodontitis
severa comparados con el grupo control
(Bansal y col., 2014), asi como en el fluido
crevicular gingival (Haba y col., 2011).

PodzimekKk y col. (2015), encontraron un
incremento en los niveles de PCR, el cual
dependiade la severidad de la enfermedad
periodontal, siendo baja en recesiones
gingivales, incrementando en pacientes
con gingivitis y periodontitis cronica, con
los niveles maximos en pacientes con
periodontitis agresiva, incrementando
segun la progresion de la enfermedad.
Asimismo, se ha reportado una alteracion
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de los niveles de la PCR en la saliva de los
pacientes con EP en comparacién con los
controles. En efecto, se ha demostrado
que los niveles salivales de PCR son
significativamente mayores en pacientes
con periodontitis en comparacion
con los pacientes edéntulos totales
(Christodoulides y col., 2005). Aun mas,
se han reportado niveles de PCR 18 veces
mayores en la saliva de los pacientes con
EP en comparacion con los de pacientes
dentados sanos (Christodoulides y col.,
2007). Por lo anterior se puede afirmar que
la PCR constituye un indice fiable de dano
tisular en procesos orales donde estan
involucradas bacterias odontopatogenas.

La respuesta inmune del huésped
a bacterias patdogenas, resulta en
una reaccion inflamatoria sostenida
caracterizada por la infiltracion de
los tejidos de neutrofilos, macréfagos
y linfocitos y la generacion de altas
concentraciones locales de citocinas, que
afecta el aparato de insercion del diente.
Las variaciones de la respuesta inmune a
la infeccion producida por las bacterias
periodontopatdgenas influencian, de
forma directa, la susceptibilidad del
huésped a esta patologia.

La enfermedad periodontal no puede
describirse en términos dicotomicos de
Th1 frente a Th2 (Gaffen y Hajishengallis,
2008). Efectivamente, se sabe que las
células Th17 producen IL-17, TNFa,
y factor estimulante de colonias de
macrofagos (GM-CSF), las cuales son
citocinas no asociadas con los linajes
Th1 o Th2 que actiian con un predominio
pro-inflamatorio (Gaffen, 2008) y juegan
un papel esencial en la regulacion de
los procesos inflamatorios (Weaver y
col., 2007). La célula Th17 es activada
por diferentes citocinas y factores de
transcripcion (IL-1, IL-6, IL-21, IL-23,
TGF-B, STAT-3) e inhibida por otros (IL-4,

INF, IL-2, IL-27, IL-10), mientras que la
IL-1 estimula la diferenciacion de la célula
Th17 (van Beelen y col., 2007). El hecho
que la IL-17 esté involucrada tanto en la
inmunidad innata como en la adaptativa
(Grover y col., 2016) explica muchas de
las discrepancias en el modelo clasico
Th1/Th2.

Se ha reportado que Porphyromonas
gingivalis puede estimular la produccion
de IL-17 en células T in vitro (Oda
y col.,, 2003) y puede exacerbar las
reacciones inflamatorias  producidas
por los fibroblastos gingivales en Ila
enfermedad periodontal (Kotake y col.,
1999). Igualmente, se ha demostrado
la expresion del ARNm para la IL-17 en
tejido gingival, con altos niveles en el
tejido enfermo (Honda y col., 2008). La
IL-17 es una activadora potente de los
neutrofilos ya que regula la expresion
de G-CSF y su receptor asi como de
las quimiocinas (Gafen, 2008). En
este sentido, Konermann y col. (2012)
demostraron que en cultivos de células de
ligamento periodontal humanas, la IL-17A
incrementa la secrecion de IL-6 facilitando
el reclutamiento de leucocitos. Diversos
autores han reportado el incremento de
los niveles de IL-17 salivales, séricos
y del fluido crevicular gingival en la
enfermedad periodontal cuando se
compara con sujetos sanos (Cardoso y
col., 2009; Awang y col., 2014; Cheng y
col., 2014; Prakasam y Srinivasan, 2014;
Da Costa y col., 2015). Estudios clinicos
reportan niveles incrementados de la IL-
17 asociados con periodontitis cronica en
biopsias de tejidos (Ohyama y col., 2009),
en fluido gingival crevicular (Vernal y col.,
2005) y en lesiones periapicales cronicas
(Colic y col., 2007). Del mismo modo,
Schenkein y col. (2010) reportan niveles
apenas detectables en pacientes sanos,
en oposicion a niveles progresivamente
incrementados en periodontitis agresiva

34



VALSARTAN SOBRE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS SALIVALES

localizada y en periodontitis agresiva
deneralizada; los mismos autores
demuestran una correlacion entre
los niveles de IL-17 y la destruccion
periodontal.

El papel de esta citocina en la EP esta
demostrado por su participacion en los
procesos de destruccion 6sea mediante
la induccién de la produccion de RANKL
(Garlet, 2010). La IL-17 es inducida por
el TGF-B, la IL-1B y la IL-6 y es mantenida
por la IL-23. La IL-17 estimula una
gran variedad de células epiteliales,
endoteliales y fibroblastos para producir
mediadores inflamatorios tales como IL-1,
IL-6, TNFa, PGE2, MMPs y quimiocina IL-8
(Takahashi y col., 2011). Efectivamente,
se hareportado que lalL-17 estaimplicada
en los procesos de destruccion oOsea
mediante la induccion de la produccion
de RANKL (Garlet, 2010). Igqualmente, se
sabe que la IL-17 aumenta la expresion
de RANKL y produce la disminucion
de la expresion del receptor soluble
denominado  osteoprotegerina (OPQ)
en ceélulas osteoblasticas (Grover y col.,
2016). Lin y col. (2015) reportan que la
IL-17 incrementa la expresion de RANKL,
mientras que inhibe la expresion de la
OPG en células de ligamento periodontal
en humanos, ambos indicadores criticos
de osteoclastogénesis. La evidencia y los
resultados del presente estudio donde
demostramos una asociacion entre la EP
inducida por LPS y los niveles elevados
IL-17 salival, sugieren un papel de esta
citocina en los procesos de inflamacion
asi como un papel en la patogénesis de la
remodelacion 6sea periodontal.

Ahora bien, durante las reacciones
inflamatorias, los leucocitos migran
a través de las paredes de los vasos
sanguineos hacia el tejido extravascular
donde ejercen gran variedad de
funciones biologicas. También pueden

salir de la circulacion bajo condiciones
fisiologicas como parte de su funcion de
vigilancia. En ambas migraciones, tanto
la inflamatoria como la homeostatica,
algunas quimiocinas con funciones muy
especificas controlan la activacion y el
flujo de estas células (Cano y Montoya,
2001). En la enfermedad periodontal, se
ha demostrado la expresion de diversas
quimiocinas en tejidos periodontales
inflamados y han sido involucradas
en la patogénesis de la enfermedad,
entre sus efectos biologicos estan que
son quimiotacticas para linfocitos T,
monocitos, eosinofilos, basoéfilos, células
NK (Natural Killer) y células dendriticas;
inducen la activacion del endotelio, los
eosinofilos, basofilos y células NK; regulan
la degranulacion y liberacion de enzimas
por las células NK y T citotoxicas; modulan
la apoptosis; controlan el crecimiento de
las células hematopoyéticas; modulan la
diferenciacion de las células T hacia un
fenotipo Th1l, Th2 o Th17 y aumentan la
produccion de IgE e IgG4.

Como ejemplo de quimiocina CC se
encuentra la proteina CCL5 o RANTES
(Regulated on activation normal T-cell
expressed and secreted, por sus sigdlas
en inglés), la cual atrae células como
eosinodfilos y baséfilos que expresan el
receptor CCR5 y que ha sido implicada
en la compleja interaccion de los varios
aspectos de la biologia de los linfocitos T
que podria contribuir a los sintomas de la
enfermedad periodontal (Ward y Westwick,
1998). Esta quimiocina puede mediar el
reclutamiento selectivo de subconjuntos
de células T en la inflamacion periodontal
(Ward y Westwick, 1998). En efecto,
RANTES es un eficiente quimioatrayente
de células Thl que predominantemente
controlan la respuesta inmune mediada
por células, RANTES induce la migracion de
las células Th1 de unamaneradependiente
de la dosis, mientras que las células Th2
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no son atraidas por esta quimiocina
(Siveke y Hamann, 1998). De este modo,
se ha sugerido que podian mediar la
compleja red de interacciones dentro del
sistema inmunologico mediante el control
del equilibrio entre los subconjuntos
de células T pro-inflamatorias y anti-
inflamatorias (Gamonal y col., 2001).

Estudios recientes han demostrado la
presencia de altos niveles de RANTES en
el fluido crevicular gingival en pacientes
con periodontitis cronica y estos niveles
han demostrado estar relacionados con la
destruccion periodontal (Gamonal y col.,
2000a, 2000b, 2001). Asi, en biopsias
de encias sanas comparadas con encias
hemorragicas, con surcos dingivales
superiores a 3 y 6 mm, se demostré una
correlacion entre las concentraciones
de RANTES Yy el surco gingival (Johnson
y col., 2004). Igualmente, en cultivos de
globulos rojos provenientes de pacientes
con y sin periodontitis y estimulados
con LPS, los eritrocitos de pacientes
con periodontitis no tratada, liberaron
en promedio, dos veces mas RANTES
que el grupo control (Fokkema y col.,
2003). Nuestros hallazgos apoyan estas
evidencias ya que en el modelo de EP
experimental inducido por LPS se observo
un incremento significativo de los niveles
salivales de RANTES, lo que sugiere que
este incremento producido en el ambiente
periodontal podria estan asociado al
reclutamiento de células inflamatorias y
la destruccion O6sea periodontal (Matos y
col., 2016).

La quimiocina CC MIP-3a0, denominada
actualmente como CCL20, es expresada
por varios tipos de células epiteliales,
incluyendo queratinocitos, células
epiteliales pulmonares e intestinales
(Reibman y col., 2003). La CCL20 se
expresa en muy bajos niveles basales,
pero puede ser fuertemente inducida

por senales pro-inflamatorias incluidas
citocinas como el TNF-a y agonistas de los
receptores similares a Toll (Schutyser y
col., 2003). De modo interesante, mientras
que la mayoria de las quimiocinas se unen
a multiples receptores, la MIP-3a se une
exclusivamente al receptor CCR6 el cual
media su efecto (Graves y col., 1997). El
par CCL20/CCR6 es responsable de la
quimio-atraccion de células dendriticas
inmaduras, células efectoras de memoria
T y células B y juedga un papel importante
en las mucosas bajo condiciones de
inflamacién y en patologias tales como
el cancer y la artritis reumatoide (Dieu y
col., 1998; Liao y col., 1999).

En el tejido periodontal enfermo, se
ha descrito la presencia de infiltracion
de células T de memoria (Yamazaki y
col., 1993) y células dendriticas (Yuan
y col., 2011), pero el mecanismo de la
infiltracion de estas células es incierto.
Nuestros hallazgos indican que esta
quimiocina incrementa significativamente
en la saliva durante la enfermedad
periodontal experimental, sugiriendo
un papel regulatorio importante de la
MIP-30c en la migracion de linfocitos
especificos hacia la region inflamada
del tejido periodontal. En apoyo a
esto esta lo reportado por Hosokawa y
col. (2002), quienes demostraron que
tejidos gingivales inflamados expresan
el ARNm para MIP-3a, en contraste con
los bajos niveles encontrados en tejido
sano. Adicionalmente, mediante marcaje
inmunohistoquimico, se reporta una
infiltracion masiva de células que expresan
CCR6 en el tejido periodontal enfermo, y
un porcentaje mayor de células T-CD4+
que en sangre periférica de células de
los mismos pacientes (Hosokawa y col.,
2002). Finalmente, las células T aisladas
de la encia inflamada mostraron una
respuesta quimiotactica in vitro para MIP-
3a que fue inhibida por un anticuerpo
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monoclonal anti-CCR6, lo que sugiere que
la migracion selectiva de células T hacia la
encia inflamada puede ser regulada por la
interaccion CCR6/MIP-3a (Hosokaway col.,
2002). Adicionalmente, se ha reportado
un efecto de la MIP-3a en fibroblastos
gingivales humanos, incrementando Ila
produccion de CXCL12 (Hosokawa y col.,
2002).

El cambio en los niveles de citocinas
pro y anti-inflamatorias, indica wuna
disminucioén en las reservas adaptativas
del cuerpo y puede afectar la dinamica
posterior del proceso inflamatorio en
los tejidos periodontales (Berezniakova
y Cheremisina, 2017). Para prevenir
una respuesta inflamatoria excesiva
que conlleve la destruccion tisular, la
actividad del TNF-a y de las citocinas pro-
inflamatorias deben ser reguladas. Esta
actividad se lleva a cabo gracias a las
citocinas anti-inflamatorias, como la IL-
10, la IL-4 y las formas solubles de sus
receptores.

La IL-4 es una citocina pleiotropica
expresada primariamente por las células
Th2 y los mastocitos que controla la
migracion y acumulacion de las células T
en la lesion periodontal (Berglundh y col.,
2003). Se ha demostrado la presencia
de linfocitos Th2 que expresan la IL-4
en biopsias gingivales de pacientes con
EP (Ito y col., 2005). Adicionalmente
la IL-4 ha sido detectada en el fluido
gingivo crevicular humano (Bozkurt y
col., 2006), con niveles incrementados
en el periodonto sano, lo que sugiere una
asociacion entre esta citocinay la remision
de la EP (Pradeep y col., 2009). La IL-4
inhibe la resorcion 6sea in vivo e in vitro,
reduciendo la hipercalcemia inducida por
el péptido relacionado con la hormona
paratiroidea (Nagasaki y col., 1991), la
osteoporosis causada por ovariectomia
(Nakano y col., 1994) y la pérdida

de hueso yuxta-articular en diversos
modelos experimentales de artritis
(Woods y col., 2001). La IL-4 disminuye
la osteoclastogénesis y la resorcion Osea
disminuyendo la relacion RANKL/OPG en
los osteoblastos (Palmqvist y col., 2006)
y directamente inhibiendo las células
progenitoras osteoclasticas (Palmqvist
y col., 2006) y células T (Mirosavljevic y
col., 2003).

Souza y col., (2012) investigaron los
efectos de la IL-4 sobre la expresion de
otras citocinas en fibroblastos gingivales
humanos, encontrando que la IL-4 inhibe
la expresion del ARNm y la proteina
de la IL-1B y del TNF-a, demostrando
asi un efecto modulador negativo de
la IL-4 en la inflamacion inducida en la
periodontitis. Por otro lado, Hosokawa
y col. (2016) demostraron que la IL-4
modula la produccién de CCL11 y CCL20
en células de ligamento periodontal
humano estimulado por IL-1f3, al inhibir
la acumulaciéon de células Thl7 en el
tejido periodontal enfermo e inhibir la
produccion de CCL20. Se sabe que las
células Th17 se encuentran relacionadas
con la reabsorcion 6sea por lo que la IL-17
podria aumentar la expresion de RANKL en
las células residentes periodontales (Lin y
col., 2015). Asi, la IL-4 estaria relacionada
positivamente con la patogénesis de la EP
al controlar la produccién de citocinas en
la lesion periodontal.

Los resultados del presente trabajo
demuestran una disminuciéon de los
niveles salivales de la IL-4 inducida por LPS
en un modelo experimental de EP en rata.
Nuestros hallazgos estan en concordancia
con los reportados por diversos autores
quienes han investigado la expresion de
esta citocina en la EP. Asi, se ha reportado
que en la pérdida Osea ocurrida por
inflamacion inducida via células Thl por
bacterias periodontopatdgenas, ocurre
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un nivel bajo de la IL-4 y una excesiva
formacion de osteoclastos, mientras
que respuestas basadas en células Th2
estan asociadas a un alto nivel de IL-4 sin
formacion de osteoclastos y bajo nivel de
pérdida Osea (Stashenko y col., 2007).
Del mismo modo, Napimogay col. (2011),
reportaron en biopsias dingivales, una
disminucion en la expresion del ARNm
y la proteina para la IL-4 en sitios con
periodontitis crénica comparados con
los sitios sanos, esto se vio acompanado
por un incremento en los niveles de
anticuerpos en saliva. Robati y col. (2011)
demostraron niveles disminuidos de IL-4
en el suero de pacientes con periodontitis
agresiva dgeneralizada cuando son
comparados con el grupo control sano,
en oposicion al incremento de los valores
de IL-6 en estos pacientes. Asimismo,
Shaddoxy col. (201 1), demuestran niveles
superiores de esta citocina en sitios
sanos comparados con sitios enfermos en
pacientes con periodontitis agresiva.

La ANG II, es el efector principal del
sistema renina-angiotensina, la cual
ademas de participar en la regulacion de
la presion arterial, requla el crecimiento
celular y la fibrosis. Adicionalmente,
la ANG II esta involucrada en eventos
claves del proceso inflamatorio (Suzuki
y col., 2003). Asi, se ha establecido
un efecto anti-inflamatorio de los
bloqueantes de los receptores de la
ANG II en la vasculatura, tanto periférica
(Benicky y col., 2009), como central
(Hiromichi y col., 2004) y en patologias
inducidas por el estrés como las ulceras
gastricas (Bergonzio y col., 2004%).
Este efecto anti-inflamatorio de los
antagonistas del receptor AT,, ha sido
igualmente demostrado en la induccion
de la inflamacion por LPS en tejidos
ricos en macrofagos tales como el bazo,
la glandula suprarrenal y la hipofisis
(Sanchez-Lemus 2008, 2009a, 2009Db),

en el cerebro (Benicky y col., 2009) y
en monocitos humanos (Larrayoz y col.,
2009).

Existen numerosos reportes en la
literatura que implican a la ANG Il en
patologias que cursan con un bajo grado
de inflamacién sistémica tales como
sindrome metabodlico y diabetes mellitus
tipo 2, encontrandose niveles elevados
de IL-6, MCP-1 y PCR en pacientes
con diabetes mellitus tipo 2, con y sin
complicaciones, los cuales disminuyen
significativamente tras el tratamiento
con candesartan, un bloqueante del
receptor AT, de la ANG II (Pavlatou y col.,
2011). Asimismo, Shishido y col. (2011)
reportaron que la administracion del
valsartan redujo el incremento de niveles
cronicos de inflamaciéon en pacientes con
sindrome metabdlico, con o sin diabetes
mellitus, disminuyendo los valores de
PCR y de microalbuminuria, indicando
que las propiedades anti-inflamatorias
del valsartan pueden ser beneficiosas
en estas patologias. De modo similar,
estados de inflamacion crénicos subyacen
en patologias como la hipertension y la
ateroesclerosis presentando elevados
niveles circulantes de citocinas pro-
inflamatorias tales como TNF-a, IL-6 y
PCR. Estudios realizados administrando
valsartan a este tipo de pacientes, condujo
a una reduccion en los niveles de TNF-a
e IL-6, sin cambios en la PCR (Manabe y
col., 2005).

Por otro lado, Nakamura y col.
(2011) demostraron mediante
inmunohistoquimica, que células

inflamatorias y células similares a
fibroblastos de tejido gingival humano
inflamado fueron positivas para el
receptor AT, en oposicion a lo encontrado
en tejido gingival sano. Igualmente, estos
autores reportaron un incremento en la
expresion del ARNm y del receptor AT,

38



VALSARTAN SOBRE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS SALIVALES

asi como los niveles de la IL-6, en cultivos
de fibroblastos gingivales humanos
estimulados con IL-1B, efectos que
fueron abolidos silenciando el gen para
el receptor AT,, sugiriendo un papel de la
ANG II en la regulaciéon de la produccion
de IL-6 inducida porlaIL-1 en los procesos
inflamatorios  gingivales.  Consistente
con estos hallazgos, nuestros resultados
indican un papel fundamental de la ANG
Il en el proceso inflamatorio subyacente
en la enfermedad periodontal ya que el
bloqueo del receptor AT, con valsartan,
previno el incremento de los niveles
salivales de la PCR, IL-17, RANTES y MIP-
3o inducido por el LPS y revirtio el efecto
de la IL-4. Estos efectos son consistentes
con el concepto que el sistema renina
angiotensina local no solo es detectable
en el tejido periodontal humano y de
rata, sino que es funcional. Por lo que
el bloqueo de los receptores AT, podria
prevenir la inflamacion y la pérdida 6sea
en la enfermedad periodontal.

Nuestros resultados estan en linea con
los reportados por Santos y col. (2015),
quienes demostraron que la inhibiciéon
del SRA con un inhibidor de la renina
(aliskiren), asi como con un antagonista
del receptor AT, (losartan), bloquearon de
modo significativo la pérdida de hueso
alveolar inducida por la EP en ratas. Del
mismo modo, Li y col. (2019) al evaluar
los mecanismos subyacentes detras de
la exacerbacion de la periodontitis en la
hipertension primaria y mediante el uso
de un modelo de periodontitis inducida
por bacterias en ratones normotensos
e hipertensos (Nos3 -/-), reportaron que
la hipertension primaria empeora la
reabsorcion o6sea y la destruccion del
ligamento periodontal en un modelo
de periodontitis y que el tratamiento
con losartan revirtio estos efectos. Lo
que demuestra un papel central para
ANG II como mediador pro-inflamatorio

del receptor tipo Toll en la patogénesis
de la periodontitis exacerbada por Ila
hipertension primaria.

Hasta la fecha, Ila investigacion
periodontal no ha caracterizado
completamente la red de citocinas en el
periodonto. Aunque ha sido reconocido
que las citocinas son un ejemplo de “red”
bioldgica, nuestro conocimiento sobre
el funcionamiento de esta red es aun
limitado. Existe una enorme variedad en la
respuesta inflamatoria periodontal dado el
gran numero de mediadores involucrados,
los multiples y superpuestos nexos
entre citocinas y linfocitos y las muchas
oportunidades de control de su actividad
(tales como regulacion transcripcional,
receptores senuelo, presencia de enzimas
activadoras, proteinas accesorias 'y
retrocontroles) (Preshaw y Taylor, 2011).
Por estarazén se han reportado numerosos
estudios en la literatura que sugieren un
efecto beneficioso de compuestos con
propiedades anti-inflamatorias en modelos
de periodontitis inducidos por ligadura o
por administracion de toxinas bacterianas
con fluoxetina (Branco de Almeida y col.,
2011), extractos de Ginco Biloba (Sezer
y col., 2013), acido bérico (Demirer y
col., 2012), donantes de Oxido nitrico
como el S-nitrosoglutation (de Menezes
y col., 2012), quercetina (Cheng y col.,
2010), curcuma (Guimaraes y col., 2011),
resolvinas y lipoxinas (Van Dyke 2017),
flavonoides (Qugliandolo y col., 2019)
entre otros. Nuestros resultados sugieren
que los bloqueantes de los receptores AT,
de la ANG II, son candidatos firmes para
entrar dentro del grupo terapéutico, no
solo como antihipertensivos, sino como
moduladores de la inflamacion.
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