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resumen
la periodontitis es una patología inflamatoria, de origen infeccioso, cuyo factor etiológico primario es la formación
de la biopelícula bacteriana, que conduce a la destrucción de las estructuras de soporte de los dientes. la periodon-
titis puede ser inducida en las ratas por inyección de toxinas bacterianas como los lipopolisacáridos (lpS), que indu-
cen la infiltración de leucocitos polimorfonucleares en los tejidos periodontales inflamados, la estimulación de los
osteoclastos y la destrucción del colágeno. Se ha reportado que la angiotensina ii (ang ii) puede actuar como un
factor proinflamatorio aunque se desconoce su papel y el de su receptor aT1 en la periodontitis. por ello, se evaluó el
papel de la ang ii/aT1 en un modelo animal de periodontitis inducida por lpS en la rata, mediante el uso de un blo-
queante de los receptores aT1, el valsartán (Val). Se emplearon ratas machos Sprague Dawley, las cuales se sacri-
ficaron por decapitación y se tomaron muestras de sangre periférica para determinar el número de leucocitos y su
recuento diferencial. los maxilares inferiores fueron disecados, fijados, desmineralizados y deshidratados para la
evaluación de la pérdida ósea. Se determinó la movilidad dentaria. Se evaluó la presencia de fibras colágenas
mediante tinción Tricrómico de masson, los depósitos de calcio mediante la tinción de Von-Kossa, y se realizó el
recuento de osteoclastos en tejido. los datos demuestran que los animales no mostraron signos aparentes de enfer-
medad sistémica a los 7 días. el tratamiento con lpS indujo una pronunciada leucocitosis, pérdida ósea considera-
ble por la disminución de los depósitos de calcio y de fibras de colágeno y aumento del recuento de osteoclastos.
Todos estos efectos del lpS fueron prevenidos por el tratamiento crónico con valsartán. los resultados confirman
que la inyección de lpS en la encía de la rata produce una respuesta inflamatoria que progresa rápidamente a perio-
dontitis, y sugieren que la respuesta del huésped en la periodontitis puede ser prevenida mediante el bloqueo del
receptor aT1. esto abre oportunidades terapéuticas en la investigación clínica y el tratamiento de enfermedades infla-
matorias como es el caso de la periodontitis. 
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aBstract

periodontitis is an inflammatory disease, of infectious origin, which the primary etiologic factor is bacterial biofilm
formation that leads to destruction of the supporting structures of the teeth. periodontal disease can be induced in
rats by injecting bacterial toxins such as lipopolysaccharides (lpS), which induces polymorphonuclear leukocyte infil-
tration in the inflamed periodontal tissues, stimulation of osteoclasts and collagen destruction. it has been reported
that angiotensin ii (ang ii) can act as a proinflammatory factor, although its role and its aT1 receptor in periodontitis
is unknown. Therefore, we assessed the role of ang ii / aT1 in an animal model of lpS-induced periodontitis in the
rat, using an aT1 receptor blocker, valsartan (Val). Sprague Dawley male rats were used, which were sacrificed by
decapitation and peripheral blood samples were taken to determine the number of leukocytes and their differential
counting. The mandibles were dissected, fixed, demineralized and dehydrated to assess bone loss. Tooth mobility
was determined. The presence of collagen fibers by masson’s trichrome staining, calcium deposits by the Von-Kossa
staining was evaluated, and the count of osteoclasts in tissue was performed. The data demonstrate that the animals
showed no apparent signs of systemic disease after 7 days. lpS treatment resulted in a pronounced leukocytosis, sig-
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Introducción

las enfermedades periodontales son patologías
de origen infeccioso con una alta prevalencia en la
población mundial. estas patologías pueden presen-
tarse de forma aguda, crónica e incluso agresiva y
conducen a la destrucción de las estructuras de so -
porte de los dientes con graves consecuencias tan to
funcionales como estéticas, llegando incluso a la pér-
dida de las piezas dentales como es el caso de la
peridontitis (papapanou, 1996; Flemmig, 1999).

el factor etiológico primario de la enfermedad
periodontal es la formación de la biopelícula bacte-
riana, donde predominan las bacterias gram negati-
vas, las cuales poseen una plétora de componentes
tanto estructurales como secretados que pueden
causar directamente la destrucción del tejido perio-
dontal o estimular a las células del hospedador para
activar un amplio rango de respuestas inflamatorias.
estas respuestas están encaminadas a eliminar el
agresor bacteriano pero a menudo pueden causar da -
ño posterior (guilarte y perrone, 2004).

la patogénesis de la periodontitis crónica es un
proceso secuencial que se inicia con la infección del
surco gingival por bacterias gram negativas anaero-
bias (estrictas o facultativas), seguida por la forma-
ción del saco periodontal, la destrucción del tejido
conectivo y la pérdida de hueso alveolar (bascones y
gonzález, 2003).

como se sabe, el hueso es un tejido metabólica-
mente activo y altamente organizado que consiste de
una fase mineral de hidroxiapatita y de una matriz
orgánica. a su vez, la matriz orgánica ósea está cons-
tituída por un componente orgánico formado por fi -
bras de colágeno, un componente inorgánico en for -
ma de hidroxiapatita de calcio y 5% de agua. la re -
sor  ción ósea involucra una serie de fases celulares
dirigidas hacia la disolución de los constituyentes
minerales o inorgánicos y la posterior degradación de
las proteínas de la matriz ósea por parte de los osteo-
clastos y controlada por los osteoblastos (cochran,
2008). el equilibrio entre estos dos eventos puede
ser alterado en situaciones patogénicas. específica -
mente a nivel bucal, las endotoxinas de las bacterias
gram negativas, más otros metabolitos bacterianos

en la placa dental, son capaces de producir una cas-
cada inflamatoria que causa pérdida en la altura de la
cresta ósea (page y Kornman, 1997). la asociación
entre la microflora gram negativa y la pérdida ósea
es de suma importancia puesto que la pérdida de la
cresta ósea alveolar es un evento característico en la
progresión de la periodontitis que involucra un de -
sequilibrio entre la formación y la resorción ósea (re -
modelado óseo) (Fleisch, 1997). igualmente, los pro-
ductos bacterianos pueden también inducir la secre-
ción de mediadores inflamatorios por parte de las
células del hospedador, alterando el estado de equili-
brio entre la formación y la resorción ósea (bascones
y gonzález, 2003).

por otra parte, se sabe que adicionalmente a su
papel en la regulación hidromineral y del control de
la presión arterial, el sistema renina-angiotensina
(Sra) es un mediador clave en los procesos inflama-
torios (Saavedra y col., 2011). efectivamente, se ha
de  mostrado que la angiotensina ii (ang ii), a través
de su receptor aT1, es capaz de iniciar una cascada
inflamatoria mediada por la activación de la enzima
naD(p)h oxidasa, la generación de especies reactivas
de oxígeno (rOS) y la activación del factor nuclear κb
(nF- κb) (Kim y col., 2011; 2012). ahora bien, existe
evi dencia creciente de la presencia de un sistema
renina-angiotensina local a nivel de tejidos periodon-
tales que podría estar involucrado en los procesos
inflamatorios. así, se ha demostrado la presencia de
los componentes del Sra, especialmente la presen-
cia de receptores de la ang ii en la pulpa dental (Sou -
za y col., 2007), el tejido gingival y en cultivo de fi -
broblastos de diversas especies (Santos y col., 2009).
aun más, 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 ii y péptidos de ri -
vados (Santos y col., 2009). Se desconoce hasta el
pre sente el papel de la ang ii en los procesos in fla -
ma torios implicados en la periodontitis. por ello re -
 sulta de interés obtener un modelo experimental en
animales que permita el estudio de las manifestacio-
nes y mecanismos involucrados en la patogénesis de
la periodontitis. Se han implementado diferentes mo -
delos experimentales en animales. así, la periodonti-
tis puede ser inducida en las ratas por manipulación

nificant bone loss by decreasing the calcium deposits and collagen fibers and increased osteoclast count. all these
effects of lpS were prevented by chronic treatment with valsartan. The results confirm that injection of lpS into rat
gingiva produces an inflammatory response to a progressive periodontitis, and suggest that the host response in
perio dontitis can be prevented by blocking the aT1 receptor. This opens up therapeutic opportunities in clinical
research and treatment of inflammatory diseases such as periodontitis.

key words: angiotensin ii, valsartán, periodontitis, bone resorption.
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dietética (galvão y col., 2003), introducción de mi -
cro or ganismos patógenos (graves y col., 2012), colo-
cación de ligaduras que conducen a la acumulación
de placa bacteriana y la invasión de patógenos en el
tejido conectivo (lima y col., 2004), o por inyección
de toxinas bacterianas (Vardar y col., 2004). De estas
últimas, los lipopolisacáridos (lpS), constituyentes de
la pared celular de virtualmente todas las bacterias
gram negativas subgingivales (Wang y quinn, 2010),
constituyen un estímulo potente en la iniciación de la
respuesta inmune innata, induciendo inflamación y
síntesis de citoquinas proinflamatorias, osteoclasto-
génesis y pérdida ósea alveolar (Vardar y col., 2004).

empleando el modelo experimental de periodon-
titis inducida por lpS en ratas, en el presente estudio
se evaluó la pérdida ósea y los cambios histológicos
durante la periodontitis inducida por lpS, así como el
posible papel del sistema renina angiotensina local
mediante el uso de un antagonista de los receptores
aT1 de la angiotensina ii (valsartán).

material y métodos

como animales de experimentación 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 a la comida
(ratarina®) hasta el momento del experimento. los
experimentos fueron realizados bajo la supervisión
de la comisión de bioterio de la Facultad de Far ma -
cia de la ucV y de acuerdo al código de bioética y
bioseguridad sobre el manejo de animales de experi-
mentación del ministerio de ciencia y Tecnología de
la república bolivariana de Venezuela.

inDucción De la periODOnTiTiS

la periodontitis se indujo mediante inyecciones
re petidas en el tejido gingival de endotoxina de acuer -
 do al método de ramamurthy y col. (1985). la infla-
mación periodontal fue inducida 24 horas antes del
inicio del tratamiento con el antagonista de los recep-
tores aT1 (valsartán) (Val). las ratas fueron anes -
 tesiadas con ketamina al 10% (60 mg/kg) e in yecta -
das directamente en la encía vestibular entre el pri-
mer y segundo molar con 10 ml (1 mg/ml) de lpS de
Escherichia coli (E. coli), purificado cromatográfica-
mente (Sigma, St. louis, mO), cada dos días para un
total de 4 inyecciones en un período de 7 días de tra-
tamiento. las ratas fueron distribuidas en los si guien -
tes grupos: (1) cOnTrOl, (2) lpS, (3) ValSarTán
(Val), (4) lpS+Val (l+V). el Val fue administrado vía
oral (10 mg/Kg).las ratas fueron anestesiadas con
ketamina al 10% (60 mg/Kg) y eutanizadas por deca-

pitación. los maxilares inferiores fueron disecados y
fijados en solución de formalina neutra al 10% por
24 h y desmineralizados con Osteomoll® (merck), se -
guido de la deshidratación. los especímenes fueron
embebidos en parafina y seccionados a lo largo de
los molares en un plano mesiodistal, para el poste-
rior análisis histológico. los tejidos gingivales de las
arcadas inferiores de cada rata fueron escindidos y
recogidos juntos por grupo experimental. 

recuenTO De leucOciTOS

Se sacrificaron los animales por decapitación se
tomaron muestras de sangre periférica (2 ml aproxi-
madamente) y se colocaron en tubos estériles para
extracción de sangre al vacío, con eDTa-K2 (1,2 a
2,0 mg/ml de sangre). posteriormente se colocaron
en un tubo eppendorf 20 μl de sangre y 380 μl de
reactivo de Turk para un volumen total de 400 μl, se
mez cló cuidadosamente, se dejaron en reposo por
un pe ríodo no mayor de una hora y se procedió a lle-
nar la cámara de neubauer, llevándola al microsco-
pio con un objetivo de 10X y realizándose el conta-
je de los 4 cuadrados exteriores, de 1 mm de lado
cada uno. el  nú  mero de leucocitos fue calculado to -
mando la suma de las células contadas multiplicado
por 25 y el re cuento de leucocitos fue expresado
como células/mm3.

recuenTO DiFerencial De leucOciTOS

para el recuento diferencial de leucocitos se reali-
zaron los frotis sanguíneos, se tiñeron con giemsa,
se esperó 5 minutos, se lavaron y se secaron, luego
se colocaron en aceite de cedro para ser observados
al microscopio con un objetivo de 40X. el recuento
di ferencial de leucocitos fue expresado como el por-
centaje (%) de cada tipo de glóbulo blanco.

eSTuDiOS hiSTOlógicOS

Se evaluó tanto cualitativa como cuantitativa-
mente la pérdida ósea. para ello, después de cumpli-
do el protocolo de la inducción de la periodontitis,
los animales fueron sacrificados y los maxilares ex -
traídos e inmediatamente colocados en una solución
de formol buffer al 10%. una vez fijados se pasaron
por concentraciones crecientes de alcohol isopropíli-
co y luego por xilol por varias horas para así lograr la
deshidratación del tejido. posteriormente las mues-
tras fueron incluidas en bloques de parafina y se rea-
lizaron cortes con la ayuda de un micrótomo (micrO-
TOme pluS, Triangle biomedical Science TbS), a fin
de obtener secciones de 3 μm. a continuación, el te -
jido fue desparafinado mediante lavados sucesivos
con xilol y concentraciones decrecientes de etanol.
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para la observación y registro de los cortes de tejido
se empleó un microscopio niKOn con cámara digital
Olympus conectado a una computadora. las imáge-
nes fueron digitalizadas y los análisis morfométricos
realizados según el programa image J (versión 1.36),
lo cual permitió la obtención de resultados cuantita-
tivos (estadísticos) a partir de la imagen. las imáge-
nes procesadas fueron cuantificadas a través de his-
togramas de densidad. para la cuantificación de las
variaciones densitométricas se calculó el % de varia-
ción del nº de píxeles presentes entre el grupo con-
trol y tratado.

Tinción cOn TricrOmicO De maSSOn

la tinción de Tricrómico de masson que tiñe prin-
cipalmente el colágeno tipo i, que forma las gruesas
fibras de colágeno existentes en los espacios extrace-
lulares y es tromas de todos los órganos. las fibras de
colágeno son los elementos más frecuentemente
hallados en el tejido conectivo. el Tricrómico de
masson combina la hematoxilina férrica y la fucsina
ácida de biebrich, tiñendo las fibras colágenas en
general de color ver de. las secciones fijadas en for-
malina y parafinizadas fueron tratadas con una solu-
ción de bouin por una hora en estufa a 56 oc, se
dejaron enfriar por 10 min y se lavaron con agua des-
tilada hasta que desapareció el color amarillo. Se tiñó
con hematoxilina férrica durante 10 min, y luego se
la  varon con agua destilada y posteriormente fueron
te ñidas con solución áci da de escarlata-fucsina de
biebrich durante 2-5 min. 

Tinción De VOn KOSSa

la tinción de Von-Kossa se utilizó para observar
los depósitos de calcio. para lo cual las muestras fue-
ron desparafinadas e hidratadas con agua. Se incuba-
ron las secciones con 5% de solución de nitrato de
plata en la oscuridad durante 1 hora, seguidamente
se enjuagaron y se colocaron en solución de tiosulfa-
to de sodio durante 5 minutos, se revelaron con solu-
ción para revelado fotográfico, hasta que los cortes
tor naron el color marrón, se enjuagaron con agua
des tilada. Se contrastaron durante 5 minutos luego
se enjuagaron con agua destilada y se deshidrataron
en alcohol y xileno, y por último se montaron en cu -
breobjetos. la tinción de Von Kossa permite ver las
sales de calcio en negro o marrón-negro, los nú cleos
en rojo, y el citoplasma en rosa. 

DeTerminación Del númerO De OSTeOclaSTOS

para la determinación del recuento de osteoclas-
tos se utilizó el kit de fosfatasa ácida de Sigma-al -
drich el cual se utiliza para demostración de la activi-
dad de la fosfatasa ácida en tejido, ésta se basa en el

uso de baftol aS-bi fosfato y sal de Fast garnet gbc,
el ácido tartárico se utiliza para demostrar la presen-
cia de fosfatasa ácida tartrato resistente (Trap+), ma -
nifestándose como gránulos de color apurpurados o
rojo oscuro en el citoplasma de la mayoría de los os -
teoclastos. el recuento de osteoclastos se realizó
mediante la evaluación microscópica confocal Olym -
pus utilizando un lente de inmersión de aceite (900X)
y contando en la zona a estudiar el número de osteo-
clastos presentes y se expresó como número de os -
teo clastos / área.

para la definición del área de estudio, sobre la
proyección de los cortes histológicos se trazó el seg-
mento ab tangente a los ápices de las raíces mesial y
distal. Desde el punto medio de ab, se trazó hacia el
punto medio de la furcación el segmento cD. éste a
su vez se dividió en tres segmentos iguales por los
puntos e y F por los que se trazaron dos líneas parale-
las a ab, las que dividieron al espacio interradicular
en los tercios cervical, medio y apical. el segmento
cD, determinó el punto g en su intersección con la
cresta del hueso interradicular. la pérdida ósea se
determinó sobre el segmento cD según la siguiente
relación: pO= cg/cD x100 (Figura 1).

figura 1. definición del área de estudio, sobre la proyección
de los cortes histológicos.

DeTerminación De la mOViliDaD DenTal

la movilidad dental, como reflejo de la severidad
de la periodontitis (pérdida de colágeno en los tejidos
pe riodontales más pérdida de hueso alveolar), fue
de terminada usando un forceps para mover cada
diente, de acuerdo al siguiente sistema de anotación:
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0 = ningún movimiento; 1 = movimiento ligero (vestí-
bulo-palatino); 2 = movimiento moderado (vestíbulo-
palatino y mesio-distal); 3 = movimiento severo (mo -
vi lidad vertical dentro y fuera del alvéolo).

análiSiS eSTaDÍSTicO

Todos los resultados fueron expresados como la
media ± el error estándar de la media (X ± eem) y fue-
ron graficados y analizados mediante el programa
graphpadprism versión 4.1. las diferencias entre los
grupos se determinaron mediante el uso de la prueba
de “t” de Student y el análisis de varianza de una vía
(anOVa). Valores de p<0,05 fueron considerados es -
tadísticamente significativos.

resultados

los animales en estudio ganaron peso durante el
período de tratamiento. así la ganancia expresada en
g y en % fue:control: 9 (100%); lpS: 4 (55,6%); Val:
8 (1,18%) y lpS+Val: 7 (1,28%). Tal como se ob ser va
en la Figura 2, el tratamiento con lpS, Val o lpS+Val
durante 7 días, no alteró significativamente los valo-
res de presión arterial media (pam). 

citosis observado en los animales tratados con lpS
se debe principalmente a un incremento de los neu-
trófilos (Tabla i). 

análiSiS hiSTOlógicO De la pérDiDa óSea

la Figura 4 muestra el aspecto macroscópico de
las mandíbulas de rata en los cuatro grupos experi-
mentales (panel izquierdo), la flecha señala el área
donde se induce la ep la cual se manifiesta por la
retracción del hueso en el grupo lpS comparado con
el grupo control. este efecto fue revertido por el trata-
miento crónico con valsartán (lpS+Val). el análisis
histopatológico de la región entre el primero y segun-
do molar, de los animales a los que se les indujo la pe -
riodontitis experimental con inyecciones con lpS du -
rante 7 días, mostró acentuada destrucción del hue  so
alveolar, destacándose el desplazamiento ha cia la de -
recha en la escala de grises, comparado con el gru -
po control (panel central e izquierdo). los valores de
pérdida ósea en la periodontitis inducida por lpS (en
% respecto al control), fue de 47,83%. este va  lor fue
drásticamente reducido en el grupo lpS+ Val mos-
trando una clara preservación del proceso alveolar.

la Figura 5 muestra la tinción de Tricrómico de
masson (panel izquierdo), la cual tiñe a las fibras colá-
genas en color verde. Se observa una disminución de
la intensidad de coloración de un 53,96% en el gru -
po lpS comparado con el grupo control, indicando
una disminución de las fibras colágenas. este efecto
fue revertido en el grupo lpS+Val, 24,39% (Tabla ii).
el panel derecho de la Figura 5 se muestra la tinción
de Von-Kossa, la cual permite distinguir el ribete de

figura 2. Presión arterial media (Pam). cada barra representa
la media ± e.e.m. 

figura 3. recuento de leucocitos. cada barra representa la
media ± e.e.m. ***p<0,001 respecto al grupo control.

recuenTO De leucOciTOS

los animales no mostraron signos aparentes de
enfermedad sistémica a los 7 días. Sin embargo el
tra tamiento con lpS produjo una pronunciada leu -
cocitosis cuando se compara con el grupo control (c:
8023±364,78; lpS: 13262±175,97) (n=13) (Figura
3). el tratamiento crónico con Val a los animales que
recibieron lpS, fue capaz de prevenir el incremento
del número de leucocitos observado en el grupo con
periodontitis inducida por lpS. el recuento diferen-
cial de leucocitos mostró que el incremento de leuco-
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osteoide en rojo intenso y el hueso mineralizado en
color negro. Observamos una disminución de la in ten -
sidad de coloración de un 28,50% en el grupo lpS
comparado con el grupo control, indicando dismi nu -
ción de los depósitos de calcio. este efecto fue reverti-
do en el grupo lpS+Val en un 5,51 % (Tabla ii).

tasa ácida resistente a tartrato (Trap+) como marca-
dor específico de osteoclastos y pre-osteoclastos,
con el fin de cuantificar la osteoclastogénesis. pode -
mos observar un incremento del marcaje positivo de
esta enzima en el grupo tratado con lpS cuando son
comparados con su control, indicativo de actividad
osteoclástica. el valsartán previno dicho efecto, ob -
servándose que el marcaje disminuyó en intensidad
en el grupo tratado con lpS+Val. cuando se realizó
el recuento del número de osteoclastos, se observó
un aumento significativo en el grupo tratado con lpS
(lpS: 5,21±0,30; n=14), comparado con el grupo
con trol (c: 1,56±0,17; n=9). este efecto fue preveni-
do con el tratamiento con el Val (Val: 1,50±0,17;
n=10; l+V: 2,54±0,14; n=13) (Figura 7).

figura 4. registros fotográficos de la pérdida ósea en el ma -
xilar de las ratas. aspectos macroscópicos de un maxilar de
los cuatro grupos experimentales (panel izquierdo). as pec to
microscópico donde se representa el área de pérdida (panel
central) e histograma resaltando la pérdida ósea en el maxi-
lar de las ratas a los 7 días de tratamiento (panel derecho).
tinción de hematoxilina y eosina.

figura 5. registros histológicos de diferentes tinciones.
tinción con tricrómico de masson (fibras colágeno tipo IV)
(panel izquierdo). tinción de Von-kossa (fosfatos de calcio)
(panel derecho).

figura 6. aspecto microscópico de muestras de tejido gingi-
val mostrando la presencia de osteoclastos y osteoblastos.
tinción por la enzima fosfatasa ácida resistente a tartrato
(traP+) como marcador especifico de osteoclastos y osteo-
blastos.

figura 7. recuento de osteoclastos. cada barra representa la
media ± e.e.m. ***p<0,001 respecto al grupo control. *p<0,05
respecto al grupo Val.

recuenTO De OSTeOclaSTOS

las Figuras 6 y 7 muestran el aspecto microscó -
pico y el recuento de osteoclastos realizado median-
te la prueba citoquímica para la detección de la fosfa-
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DeTerminación De la mOViliDaD DenTaria

la Tabla iii muestra un incremento en la movili-
dad dentaria en las ratas inyectadas con lpS, presen-
tando un grado de 1 y 2 en el grupo de 7 días de tra-
tamiento, en comparación con la casi nula movilidad
exhibida por las ratas en el grupo control donde pre-
sentaron grado 0. la movilidad dentaria disminuyó
con el tratamiento lpS+Val. 

endotoxinas bacterianas como los lpS de bacterias
gram negativas a roedores, constituye hoy en día un
sistema bien caracterizado de inflamación, reprodu-
ciéndose así los aspectos clínicos, radiográficos e his-
tológicos de la periodontitis en humanos, constitu-
yéndose en una herramienta útil en el estudio de las
enfermedades periodontales (galvão y col., 2003).
la inducción de periodontitis con lpS tiene la ventaja
sobre otros métodos, de presentar ya a los dos días
de iniciado el tratamiento, una pérdida significativa
de hueso alveolar, además de ser un método de bajo
costo, menor duración y menor manipulación de los
animales (Dumitrescu, 2006).

los lpS son moléculas que reconocidamente
inducen infiltración de leucocitos polimorfonucleares
en los tejidos periodontales inflamados, edema y
dilatación vascular, ausencia de osteoblastos, desa -
parición de osteocitos y un efecto estimulatorio so -
bre los osteoclastos y sobre la destrucción del co lá -
geno. la presencia de infiltrado inflamatorio es una
característica constante en la enfermedad periodon-
tal, donde la relación leucocito-tejido periodontal
tiene un doble aspecto. así, el papel de estas células
en la contención de las bacterias gingivales y sus pro-
ductos, debe balancearse con la destrucción hística
debida a la liberación de radicales libres y proteasas.
De esta forma, un mecanismo defensivo, bajo la in te -
racción de diferentes factores, puede tornarse en le -
si vo para los tejidos periodontales, y por lo tanto
están involucrados en la etiopatogenia de la enfer me -
dad periodontal (garcía-Triana y col., 1998). a medi-
da que el estímulo microbiano aumenta, las bacte-
rias y sus productos interactúan con el epitelio y pe -
netran dentro del tejido conectivo subyacente, en
respuesta, hay un aumento de la permeabilidad vas-
cular y los leucocitos trasvasan las vénulas post-capi-
lares. en consecuencia, hay un incremento en el
número de leucocitos, especialmente neutrófilos, los
cuales migran a través del epitelio de unión hacia el
surco gingival (page y Kornman, 1997). 

los leucocitos, podrían migrar al torrente circula-
torio sistémico. efectivamente, nuestros resultados
en un modelo periodontitis en rata demuestran que
el tratamiento durante 7 días de lpS produjo un au -
mento de la leucocitosis con neutrofília evidente,
acompañada de disminución de la ganancia de peso
corporal y sin alteración de los valores de la pam, lo
que sugiere una repercusión sistémica de la perio-
dontitis debido a las bacterias gram negativas via-
bles en la biopelícula, a los lpS y citocinas proinfla-
matorias que pueden ingresar al torrente sanguíneo
e influir en la salud general y en la susceptibilidad a
ciertas enfermedades. en efecto, numerosos infor-
mes basados en estudios epidemiológicos, indican

Tabla i

recuento diferencial de leucocitos

7 días

parámetro cOnTrOl lpS Val l+V

neutrófilos (%) 23 31 23 26

linfocitos (%) 76 68 75 73

Otros (%) 2 1 2 1

Tabla ii
Variación de la densidad de los histogramas

en todos los grupos con la tinción de tricrómico
de masson y con la tinción de Von-kossa

cOnTrOl lpS Val l+V

Valores absolutos y porcentuales

Tricrómico
de masson 4038 (100%) 1859 (53,96%) 3980 (1,43%) 3053 (24,39%)

Von-Kossa 5989 (100%) 4282 (28,50%) 5721 (4,47%) 5659 (5,51%)

Tabla iii

grado de movilidad dentaria en los cuatro
grupos de experimentación

7 días grado 0 grado 2 grado 1 grado 3
n=10 n (%) n (%) n (%) n (%)

control 7 (70%) 3(30%) 0 (0%) 0 (0%)

lpS 0 (0%) 2(20%) 8(80%) 0(0%)

Val 6(60%) 4(40%) 0(0%) 0(0%)

l+V 0(0%) 8(80%) 2(20%) 0(0%)

discusión

la ep se caracteriza por la degradación del tejido
conectivo y del hueso alveolar como consecuencia
de la respuesta del hospedador a la biopelícula den-
tal. la destrucción tisular puede ser inducida directa-
mente por las toxinas y productos del metabolismo
microbiano, sin embargo, la mayor parte del daño
está asociada a la respuesta inflamatoria que ocurre
en el hospedador (cochran, 2008).

Se han empleado diferentes modelos animales
para el estudio de los mecanismos moleculares invo-
lucrados en la patogénesis de la periodontitis y su po -
sible tratamiento. la administración sistémica de
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que las infecciones buco-dentales están asociadas y
pueden desempeñar un papel coadyuvante en el
desa rrollo de enfermedades sistémicas, reportándo-
se una relación estadísticamente significativa entre la
enfermedad periodontal y un riesgo aumentado de
padecer arteriosclerosis y enfermedades cardiovas-
culares (bullon y col., 2011), accidentes vasculares
cerebrales y artritis reumatoide (esen y col., 2012), lo
cual está en concordancia con resultados relativos a
los recuentos elevados de leucocitos en la sangre
venosa de los pacientes con la enfermedad periodon-
tal que confirma la presunción de que la ep causa
inflamación sistémica de bajo grado inducida por la
respuesta del hospedero a las bacterias periodonta-
les (Žilinskas y col., 2011). 

Se ha reportado que el uso de lpS de origen bac-
teriano como modelo experimental de inducción de
periodontitis se encuentra asociado a la pérdida de
volumen óseo mandibular en la rata (rogers y col.,
2007; cheng y col., 2010). nuestros resultados apun-
tan a esa posibilidad ya que demuestran un incre-
mento en la pérdida de hueso alveolar y del tejido
conectivo, debida a un incremento de la osteoclasto-
génesis en el área donde se indujo la enfermedad
periodontal. aunado a ello está la demostración me -
diante el examen histológico de las mandíbulas de
las ratas, de una disminución de las tinciones de Von
Kossa y Tricrómico de masson, como índices de re -
duc ción de los depósitos de calcio y del colágeno,
respectivamente. estos cambios histológicos estuvie-
ron asociados a un incremento de la movilidad den-
taria producto de la pérdida de tejido conectivo y
hue so alveolar, que involucra una serie de cambios
en los tejidos de soporte caracterizados por la activa
remodelación del tejido periodontal y óseo adyacen-
te a la pieza dentaria, que permiten el desplazamien-
to de los dientes a través del proceso alveolar. la
remodelación de este componente tisular es llevada
a cabo por osteoclastos (Droghetti y col., 2010). re -
sultados similares han sido descritos en estudios
histo lógicos realizados en conejos bajo diferentes
 modelos de inducción de la enfermedad periodontal
(ligadura, inyecciones con P. gingivalis, ligadura +
inyecciones con P. gingivalis), donde se observaron
in crementos en el número de osteoclastos (hasturk y
col., 2006), o en modelos en rata mediante inyeccio-
nes con lpS (Kirkwood y col., 2007).

la angiotensina ii, el efector principal del sistema
renina-angiotensina, además de ser un mediador fi -
siológico de la respuesta circulatoria, está hoy reco-
nocido como un factor de crecimiento, regulando el
crecimiento celular y la fibrosis. adicionalmente, da -
tos recientes sugieren que la ang ii está involucrada
en eventos claves del proceso inflamatorio (Suzuki y

col., 2003). en apoyo a esto se ha demostrado la acti-
vidad antiinflamatoria de los bloqueantes de recepto-
res de la ang ii en la vasculatura tanto periférica (be -
nicky y col., 2009), como central (hiromichi y col.,
2004), y en patologías inducidas por el estrés como
las úlceras gástricas (bregonzio y col., 2003). esta ac -
ción antiinflamatoria de los antagonistas del re ceptor
aT1, ha sido igualmente demostrada en la inducción
de la inflamación por lpS en tejidos ricos en macrófa-
gos tales como el bazo, la glándula su prarrenal y la
hipófisis (Sánchez-lemus 2008, 2009a, 2009b), en
cerebro (benicky y col., 2009) y en monocitos huma-
nos (larrayoz y col., 2009). 

específicamente a nivel del tejido periodontal, se
han reportado diversos efectos de la ang ii tales co -
mo incremento del número de fibroblastos en culti -
vos de células del ligamento periodontal (lundergan y
col., 1999), la regulación del flujo sanguíneo pulpar
(berggreen y heyeraas, 2003) y la regulación de los ni -
veles de receptores de angiotensina ii en la pulpa den-
tal (Souza y col., 2007). adicionalmente, se ha repor-
tado que el bloqueo del Sra, mediante el uso de inhi-
bidores de la enzima convertidora de angiotensina o
de los bloqueantes de los receptores aT1, es capaz de
ejercer importantes efectos relacionados con proce-
sos inflamatorios tales como la inhibición de la libera-
ción de prostaglandina e2 en cultivos de fibroblastos
gingivales humanos (Segawa y col., 2003) o la prolife-
ración de cultivos de fibroblastos gingivales de cone-
jos (Ohuchi y col., 2004) y cobayos (Ohuchi y col.,
2002). Sin embargo poco se sabe acerca de los efec-
tos del bloqueo de los receptores de la angiotensina ii
sobre los tejidos periodontales. 

consistente con el reporte de Santos y col.,
(2009) sobre la existencia de un sistema renina-an -
giotensina funcional en el tejido gingival de la rata,
nuestros resultados, en los que se demuestra que el
tratamiento con el bloqueante de los receptores aT1

de la angiotensina ii, el valsartán, previene de modo
significativo la pérdida de tejido conectivo y la resor-
ción del hueso alveolar, así como de otros paráme-
tros tales como pérdida de peso, leucocitosis y sig-
nos generales de inflamación en ratas a las que se les
indujo la periodontitis mediante la inyección de lpS,
confirman y extienden la importancia de este hallaz-
go y sugieren que la respuesta del hospedador en la
periodontitis puede ser modificada por la administra-
ción de un bloqueante selectivo de los receptores
aT1 de la angiotensina ii. 

aún no está claro el mecanismo mediante el cual
el valsartán ejerce las acciones antes mencionadas.
la evidencia conduce a considerar que en la perio-
dontitis, los factores etiológicos generales que provo-
can la ruptura de sistemas fisiológicos de inhibición
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de la peroxidación lipídica, crean un bajo nivel de
protección antioxidante de los tejidos periodontales.
en estas condiciones, los factores locales conducen
a la migración de neutrófilos hacia la encía y el fluido
gingival. la activación de la fagocitosis de estos leu-
cocitos, provoca la liberación de especies reactivas
de oxígeno, que conlleva al desencadenamiento de
la peroxidación lipídica de los tejidos blandos del
periodonto y a la activación de proteasas. esta pero-
xidación lipídica constituye el mecanismo que permi-
te el desarrollo de cambios morfofuncionales en el
periodonto y sus vasos, lo cual resulta en destrucción
del colágeno y resorción ósea. por ello, el efecto pre-
ventivo del valsartán observado en la periodontitis
experimental podría asociarse al efecto antioxidante
de los bloqueantes de los receptores aT1. al respecto,
en un modelo de periodontitis inducida por ligadura
en rata, se demostró que el telmisartán fue capaz de
atenuar la formación de especies reactivas de oxíge-
no, íntimamente asociadas a la activación de genes
proinflamatorios, la inflamación, y a la expresión de
metaloproteinasas de la matriz (mmps) y la pérdida
ósea (araujo y col., 2013). aun más, noso tros demos-
tramos que el valsartán es capaz de prevenir el incre-
mento de la actividad de enzimas antioxidantes en la
mandíbulas de la rata con periodontitis inducida por
la administración del lpS (matos y col., 2012).

en conclusión, el efecto del valsartán sugiere una
nueva aplicación terapéutica de los antihipertensivos
en la prevención de la progresión de la inflamación y
la pérdida ósea en la enfermedad periodontal que
abre nuevas oportunidades para la investigación clíni-
ca y el tratamiento de enfermedades inflamatorias. 

agradecimientos

los autores agradecen al Sr. bani caraballo por su
asistencia técnica. este trabajo fue financiado por el
cDch proyectos pi-06-7368-2008-1 y pg-007349-
2001 etapas 1 y 2, y misión ciencia (FOnaciT-mppcT)
no. 2007001585.

referencias bibliográficas

araújo aa, Souza TO, moura lm, brito gac, aragao KS,
araújo lS, medeíros caX, alves mScF, araújo Jr rF.
2013. effect of telmisartan on levels of il-1, TnF-a,
down-regulated cOX-2, mmp-2, mmp-9, and ranKl/
ranK in an ex perimental periodontitis model. J clin
periodontol 40: 1104-1111.

bascones a, gonzález, m. 2003. mecanismos inmunológi-
cos de las enfermedades periodontales y periimplanta-
rias. avances en periodoncia 15(3): 121-138.

benicky J, Sánchez-lemus e, pavel J, Saavedra J. 2009. an -
ti-inflammatory effects of angiotensin receptor blockers
in the brain and the periphery. cell mol neurobiol 29(6-
7): 781-792.

berggreen e, heyeraas KJ. 2003. role of K+aTp channels,
endothelin a receptors, and effect of angiotensin ii on
blood flow in oral tissues. J Dent res 82(1): 33-38.

bregonzio c, armando i, ando h, Jezova m, baiardi g, Sa -
ve dra J. 2003. anti- inflammatory effects of angio ten -
sin ii aT1 receptor antagonism prevent stress-induced
gastric injury. am J physiol gastrointest liver physiol
285(2): g414-423.

bullon p, cordero m, quiles J, morillo J, ramírez m, battino
m. 2011. mitochondrial dysfunction promoted by Por -
phyromonas gingivalis lipopolysaccharide as a possi-
ble link between cardiovascular disease and periodon-
titis. Free radic biol med 50(10): 1336-1343.

cheng W, huang r, chiang c, chen J, liu c, chu c, Fu e.
2010. ameliorative effect of quercetin on the destruc-
tion caused by experimental periodontitis in rats. J
periodontal res 45(6): 788-795.

cochran D. 2008. inflammation and bone loss in perio -
dontal Disease. J periodontol 79: 1569-1576.

Droghetti p, cruzat F, Smith Ferrer p, Oyarzún Droguett a.
2010. role of mT1-mmp in the remodeling of the peri-
odontal ligament during tooth movement. rev clin
periodoncia implantol rehabil Oral 3(3): 113-117.

Dumitrescu a. 2006. histological comparison of periodontal
inflammatory changes in two models of experimental
periodontitis in the rat. a pilot study. TmJ 56: 211-217.

esen c, alkan b, Kırnap m, akgül O, işıkoğlu S, erel O.
2012. The effects of chronic periodontitis and rheuma-
toid arthritis on serum and gingival crevicular fluid total
antioxidant/oxidant status and oxidative stress index. J
periodontol 83(6): 773-779.

Fleisch h. 1997. bisphosphonates: preclinical aspects and
use in osteoporosis. ann med 29: 55-62.

Flemmig TF. 1999. periodontitis. ann periodontol 4(1):
32-88.

galvão m, chapper a, rösing c, Ferreira m, de Souza m.
2003. methodological considerations on descriptive
studies of induced periodontal diseases in rats. pesqui
Odontol bras 17(1): 56-62.

garcía-Triana b, garcía-piñeiro J, Saldaña-bernabeu a.
1998. la peroxidación lipídica en la etiopatogenia de la
enfermedad periodontal inflamatoria. rev cubana
estomatol 35(1): 25-29.

graves D, Kang J, andriankaja O, Wada K, rossa c Jr. 2012.
animal models to study host-bacteria interactions
involved in periodontitis. Front Oral biol 15:117-132.

guilarte c, perrone m. 2004. microorganismos de la placa
dental relacionados con la etiología de la periodontitis.
acta Odontol Venez 42(3): 213-217.

hasturk h, Kantarci a, Ohira T, arita m, ebrahimi n, chiang
n, petasis na, levy bD, Serhan cD, Van Dyke Te 2006.
rve1 protects from local inflammation and osteoclast-
mediated bone destruction in periodontitis. FaSeb J
20(2): 401-403.

hiromichi a, zhou J, macova m, imboden h, Saavedra J.
2004. angiotensin ii aT1 receptor blockade reverses
pathological hypertrophy and inflammation in brain
microvessels of spontaneously hypertensive rats.
Stroke 35: 1726-1731.

Kim J, heo h, ha y, ye b, lee e, choi y, yu b, chung h.
2012. mechanism of ang ii involvement in activation of



93Revista Facultad de Farmacia  •  Vol. 78  •  Nos 1 y 2  •  2015

papel Del recepTor aT1 De la angioTensina ii en la remoDelación ósea que ocurre DuranTe la perioDonTiTis experimenTal en la raTa

nF-κb through phosphorylation of p65 during aging.
age (Dordr) 34(1): 11-25.

Kim J, uehara y, choi y, ha y, ye b, yu b, chun h. 2011. me -
chanism of attenuation of pro-inflammatory ang ii-
induced nF-κb activation by genistein in the kidneys of
male rats during aging. biogerontology 12(6): 537-550.

Kirkwood K, li F, rogers J, Otremba J, coatney D, Kreider J,
chakravarty S, Dugar S, higgins l, protter a, medicherla
S 2007. a p38 alpha selective mitogen-activated pro-
tein kinase inhibitor prevents periodontal bone loss. J
pharmacol exp Ther 320(1): 56-63.

larrayoz i, pang T, benicky J, pavel J, Sánchez-lemus e,
Saavedra J. 2009. candesartan reduces the innate im -
mune response to lipopolysaccharide in human mono-
cytes. J hypertens 27(12): 2365-2376.

lima V, Vidal F, rocha F, brito g, ribeiro r. 2004. effects of
tumor necrosis factor-alpha inhibitors pentoxifylline
and thalidomide on alveolar bone loss in short-term
experimental periodontal disease in rats. J periodontal
res 75: 162-168.

lundergan W, Ferry D, Kobayashi h, Snowdowne K. 1999.
angiotensin-ii increases cytoplasmic calcium, cell num-
ber and total Dna for human periodontal ligamental
cells in vitro. J periodontal res 34(4): 223-228.

matos m, Varela m, Stern a, garrido m. 2012. efecto del
estrés oxidativo sobre la actividad de las enzimas antio-
xidantes en la enfermedad periodontal inducida por la
administración de lipopolisacáridos en ratas. perio don -
cia y Osteointegración 22(2): 97-104.

Ohuchi n, hayashi K, Koike K, Kizawa y, Kusama T, Ohsawa
m, Taniguchi y, iwamoto K, Sano m, murakami h. 2004.
pharmacological properties of angiotensin ii receptors
in cultured rabbit gingival fibroblasts. comp biochem
physiol c Toxicol pharmacol 137(3): 281-289.

Ohuchi n, Koike K, Sano m, Kusama T, Kizawa y, hayashi K,
Ta niguchi y, Ohsawa m, iwamoto K, murakami h. 2002.
proliferative effects of angiotensin ii and endo thelin-1
on guinea pig gingival fibroblast cells in culture. comp
biochem physiol c Toxicol pharmacol 132(4): 451-460.

page rc, Kornman K. 1997. The pathogenesis of human pe -
riodontitis: an introduction. periodontol 2000 14: 9-11.

papapanou pn. 1996. periodontal diseases: epidemiology.
ann periodontol 1:1-36.

ramamurthy n, greenwald r, Schneir m, golub l. 1985.
The effect of alloxan díabetes on prolyl and lysyl hydro -
xy lase activity in uninflamed and inflamed rat gingiva.
arch Oral biol 30: 679-683.

rogers J, li F, coatney D, rossa c, bronson p, Krieder J,
giannobile W, Kirkwood K. 2007. actinobacillus actino-

mycetemcomitans lipopolysaccharide-mediated experi -
mental bone loss model for aggressive periodontitis. J
periodontol 78(3): 550-558.

Saavedra J, Sánchez-lemus e, benicky J. 2011. blockade of
brain angiotensin ii aT1 receptors ameliorates stress,
anxiety, brain inflammation and ischemia: Thera peutic
implications. psychoneuroendocrinol 36(1): 1-18.

Sánchez-lemus e, benicky J, pavel J, larrayoz i, zhou J, ba -
liova m, nishioku T, Saavedra J. 2009a. angiotensin ii
aT1 blockade reduces the lipopolysaccharide-in du ced
innate immune response in rat spleen. am J phy siol
regul integr comp physiol 296(5): r1376-1384. 

Sánchez-lemus e, benicky J, pavel J, Saavedra J. 2009b. In
vivo angiotensin ii aT1 receptor blockade selectively
inhibits lpS-induced innate immune response and
acTh release in rat pituitary gland. brain behav immun
23(7): 945-957.

Sánchez-lemus e, murakami y, larrayoz-roldan i, mougha -
mian a, pavel J, nishioku T, Saavedra J 2008. angio ten -
sin ii aT1 receptor blockade decreases lipopolysaccha-
ride-induced inflammation in the rat adrenal gland. en -
docrinol 149(10): 5177-5188.

Santos c, akashi e, Dionisio T, Sipert c, Didier D, greene a,
Oliveira S, pereira h, becari c, Oliveira e, Salgado m.
2009. characterization of a local renin-angiotensin sys-
tem in rat gingival tissue. J periodontol 80: 130 139.

Segawa m, nakao S, Ogata y, Sugiya h, Furuyama S. 2003.
angiotensin ii induces prostaglandin e(2) release in
human gingival fibroblasts. life Sci 72(7): 795-803.

Souza p, Fukada S, cunha F, costa c, costa c. 2007. re gu -
lation of angiotensin ii receptors levels during rat in du -
ced pulpitis. reg peptides 140: 27-31.

Suzuki y, ruiz-Ortega m, lorenzo O, ruperez m, esteban V,
egido J. 2003. inflammation and angiotensin ii. int J
biochem cell biol 35(6): 881-900.

Vardar S, buduneli e, Türkoğlu O, berdeli a, baylas h, baş -
kesen a, atilla g 2004. Therapeutic versus profhylactic
plus therapeutic administration of omega-3 fatty acid
on endotoxin-induced periodontitis in rats. J perio don -
tol 75:1640 1646.

Wang X y quinn p. 2010. lipopolysaccharide: biosynthetic
pathway and structure modification. prog lipid res
49(2): 97-107.

Žilinskas J, Kubilius r, Žekonis g, Žekonis J. 2011. Total an -
tioxidant capacity of venous blood, blood plasma, and
serum of patients with periodontitis, and the effect of
Traumeel S on these characteristics. medicina (Kaunas)
47(4): 193-199.

recibido: 5 de marzo de 2015
aceptado: 20 de mayo de 2015


