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RESUMEN

La periodontitis es una patologia inflamatoria, de origen infeccioso, cuyo factor etiolégico primario es la formacion
de la biopelicula bacteriana, que conduce a la destruccién de las estructuras de soporte de los dientes. La periodon-
titis puede ser inducida en las ratas por inyeccién de toxinas bacterianas como los lipopolisacaridos (LPS), que indu-
cen la infiltracién de leucocitos polimorfonucleares en los tejidos periodontales inflamados, la estimulacion de los
osteoclastos y la destruccion del colageno. Se ha reportado que la angiotensina Il (ANG II) puede actuar como un
factor proinflamatorio aunque se desconoce su papel y el de su receptor AT, en la periodontitis. Por ello, se evalu6 el
papel de la ANG II/AT; en un modelo animal de periodontitis inducida por LPS en la rata, mediante el uso de un blo-
queante de los receptores AT, el valsartan (VAL). Se emplearon ratas machos Sprague Dawley, las cuales se sacri-
ficaron por decapitacién y se tomaron muestras de sangre periférica para determinar el nimero de leucocitos y su
recuento diferencial. Los maxilares inferiores fueron disecados, fijados, desmineralizados y deshidratados para la
evaluacion de la pérdida 6sea. Se determiné la movilidad dentaria. Se evalu6 la presencia de fibras colagenas
mediante tincién Tricrbmico de Masson, los depésitos de calcio mediante la tincién de Von-Kossa, y se realiz6 el
recuento de osteoclastos en tejido. Los datos demuestran que los animales no mostraron signos aparentes de enfer-
medad sistémica a los 7 dias. El tratamiento con LPS indujo una pronunciada leucocitosis, pérdida 6sea considera-
ble por la disminucién de los depésitos de calcio y de fibras de colageno y aumento del recuento de osteoclastos.
Todos estos efectos del LPS fueron prevenidos por el tratamiento crénico con valsartan. Los resultados confirman
que la inyeccion de LPS en la encia de la rata produce una respuesta inflamatoria que progresa rapidamente a perio-
dontitis, y sugieren que la respuesta del huésped en la periodontitis puede ser prevenida mediante el bloqueo del
receptor AT,. Esto abre oportunidades terapéuticas en la investigacién clinica 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 Il (ANG II) can act as a proinflammatory factor, although its role and its AT, receptor in periodontitis
is unknown. Therefore, we assessed the role of Ang Il / AT; in an animal model of LPS-induced periodontitis in the
rat, using an AT, 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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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
periodontitis can be prevented by blocking the AT, receptor. This opens up therapeutic opportunities in clinical
research and treatment of inflammatory diseases such as periodontitis.

Key words: Angiotensin II, valsartan, periodontitis, bone resorption.

Introduccion

Las enfermedades periodontales son patologias
de origen infeccioso con una alta prevalencia en la
poblacién mundial. Estas patologias pueden presen-
tarse de forma aguda, cronica e incluso agresiva y
conducen a la destruccion de las estructuras de so-
porte de los dientes con graves consecuencias tanto
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 etiologico primario de la enfermedad
periodontal es la formacion de la biopelicula 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 destruccion del tejido perio-
dontal o estimular a las células del hospedador para
activar un amplio rango de respuestas inflamatorias.
Estas respuestas estan encaminadas a eliminar el
agresor bacteriano pero a menudo pueden causar da-
no posterior (Guilarte y Perrone, 2004).

La patogénesis de la periodontitis crénica es un
proceso secuencial que se inicia con la infeccion del
surco gingival por bacterias Gram negativas anaero-
bias (estrictas o facultativas), sequida por la forma-
cion del saco periodontal, la destruccion del tejido
conectivo y la pérdida de hueso alveolar (Bascones y
Gonzalez, 2003).

Como se sabe, el hueso es un tejido metabodlica-
mente activo y altamente organizado que consiste de
una fase mineral de hidroxiapatita y de una matriz
organica. A su vez, la matriz organica 6sea esta cons-
tituida por un componente organico formado por fi-
bras de colageno, un componente inorganico en for-
ma de hidroxiapatita de calcio y 5% de agua. La re-
sorciéon 6sea involucra una serie de fases celulares
dirigidas hacia la disolucion de los constituyentes
minerales o inorganicos y la posterior degradacion de
las proteinas de la matriz 6sea 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. Especifica-
mente a nivel bucal, las endotoxinas de las bacterias
Gram negativas, mas otros metabolitos bacterianos
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en la placa dental, son capaces de producir una cas-
cada inflamatoria que causa pérdida en la altura de la
cresta 0sea (Page y Kornman, 1997). La asociacion
entre la microflora Gram negativa y la pérdida 6sea
es de suma importancia puesto que la pérdida de la
cresta 6sea alveolar es un evento caracteristico en la
progresion de la periodontitis que involucra un de-
sequilibrio entre la formacion y la resorcion 6sea (re-
modelado 6seo) (Fleisch, 1997). Igualmente, los pro-
ductos bacterianos pueden también inducir la secre-
cién de mediadores inflamatorios por parte de las
células del hospedador, alterando el estado de equili-
brio entre la formacién y la resorcion 6sea (Bascones
y Gonzalez, 2003).

Por otra parte, se sabe que adicionalmente a su
papel en la regulacion hidromineral y del control de
la presion arterial, el sistema renina-angiotensina
(SRA) es un mediador clave en los procesos inflama-
torios (Saavedra y col., 2011). Efectivamente, se ha
demostrado que la angiotensina Il (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 (ROS) y la activacion del factor nuclear kB
(NF- xB) (Kim y col., 2011; 2012). Ahora bien, existe
evidencia creciente de la presencia de un sistema
renina-angiotensina local a nivel de tejidos periodon-
tales que podria estar involucrado en los procesos
inflamatorios. Asi, 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 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 deri-
vados (Santos y col., 2009). Se desconoce hasta el
presente el papel de la ANG II en los procesos infla-
matorios 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. Asi, la periodonti-
tis puede ser inducida en las ratas por manipulacién
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dietética (Galvao y col., 2003), introduccién de mi-
croorganismos patégenos (Graves y col., 2012), colo-
cacion de ligaduras que conducen a la acumulacion
de placa bacteriana y la invasién de patégenos en el
tejido conectivo (Limay col., 2004), o por inyeccion
de toxinas bacterianas (Vardar y col., 2004). De estas
ultimas, los lipopolisacaridos (LPS), constituyentes de
la pared celular de virtualmente todas las bacterias
Gram negativas subgingivales (Wang y Quinn, 2010),
constituyen un estimulo potente en la iniciacion de la
respuesta inmune innata, induciendo inflamacién y
sintesis de citoquinas proinflamatorias, osteoclasto-
génesis y pérdida 6sea alveolar (Vardar y col., 2004).

Empleando el modelo experimental de periodon-
titis inducida por LPS en ratas, en el presente estudio
se evalud la pérdida 6sea y los cambios histologicos
durante la periodontitis inducida por LPS, asi como el
posible papel del sistema renina angiotensina local
mediante el uso de un antagonista de los receptores
AT, de la angiotensina II (valsartan).

Material y métodos

Como animales de experimentacion 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 supervision
de la Comision de Bioterio de la Facultad de Farma-
cia de la UCV y de acuerdo al Cédigo de bioética y
bioseguridad sobre el manejo de animales de experi-
mentacion del Ministerio de Ciencia y Tecnologia de
la Republica Bolivariana de Venezuela.

INDUCCION DE LA PERIODONTITIS

La periodontitis se indujo mediante inyecciones
repetidas en el tejido gingival de endotoxina de acuer-
do al método de Ramamurthy y col. (1985). La infla-
macion periodontal fue inducida 24 horas antes del
inicio del tratamiento con el antagonista de los recep-
tores AT, (valsartan) (VAL). Las ratas fueron anes-
tesiadas con ketamina al 10% (60 mg/kg) e inyecta-
das directamente en la encia vestibular entre el pri-
mer y sequndo molar con 10 mL (1 mg/mL) de LPS de
Escherichia coli (E. coli), purificado cromatografica-
mente (Sigma, St. Louis, MO), cada dos dias para un
total de 4 inyecciones en un periodo de 7 dias de tra-
tamiento. Las ratas fueron distribuidas en los siguien-
tes grupos: (1) CONTROL, (2) LPS, (3) VALSARTAN
(VAL), (4) LPS+VAL (L+V). EL VAL fue administrado via
oral (10 mg/Kg).Las ratas fueron anestesiadas con
ketamina al 10% (60 mg/Kg) y eutanizadas por deca-
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pitacion. Los maxilares inferiores fueron disecados y
fijados en solucion de formalina neutra al 10% por
24 h y desmineralizados con Osteomoll® (Merck), se-
guido de la deshidratacion. Los especimenes fueron
embebidos en parafina y seccionados a lo largo de
los molares en un plano mesiodistal, para el poste-
rior andlisis histologico. 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 decapitacion se
tomaron muestras de sangre periférica (2 mL aproxi-
madamente) y se colocaron en tubos estériles para
extracciéon de sangre al vacio, con EDTA-K, (1,2 a
2,0 mg/mL de sangre). Posteriormente se colocaron
en un tubo eppendorf 20 pL de sangre y 380 pL de
reactivo de Turk para un volumen total de 400 pL, se
mezcld cuidadosamente, se dejaron en reposo por
un periodo no mayor de una hora y se procedio a lle-
nar la camara de Neubauer, llevandola al microsco-
pio con un objetivo de 10X y realizandose el conta-
je de los 4 cuadrados exteriores, de 1 mm de lado
cada uno. El namero de leucocitos fue calculado to-
mando la suma de las células contadas multiplicado
por 25 y el recuento de leucocitos fue expresado
como células/mm?.

RECUENTO DIFERENCIAL DE LEUCOCITOS

Para el recuento diferencial de leucocitos se reali-
zaron los frotis sanguineos, se tineron con Giemsa,
se esperd 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
diferencial de leucocitos fue expresado como el por-
centaje (%) de cada tipo de globulo blanco.

ESTUDIOS HISTOLOGICOS

Se evalué tanto cualitativa como cuantitativa-
mente la pérdida 6sea. Para ello, después de cumpli-
do el protocolo de la induccién de la periodontitis,
los animales fueron sacrificados y los maxilares ex-
traidos e inmediatamente colocados en una solucién
de formol buffer al 10%. Una vez fijados se pasaron
por concentraciones crecientes de alcohol isopropili-
co y luego por xilol por varias horas para asi lograr la
deshidratacién del tejido. Posteriormente las mues-
tras fueron incluidas en bloques de parafina y se rea-
lizaron cortes con la ayuda de un micrétomo (MICRO-
TOME PLUS, Triangle Biomedical Science TBS), a fin
de obtener secciones de 3 pm. A continuacion, el te-
jido fue desparafinado mediante lavados sucesivos
con xilol y concentraciones decrecientes de etanol.
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Para la observacion y registro de los cortes de tejido
se empled un microscopio NIKON con camara digital
Olympus conectado a una computadora. Las image-
nes fueron digitalizadas y los analisis morfométricos
realizados segun el programa Image J (version 1.36),
lo cual permitié la obtencion de resultados cuantita-
tivos (estadisticos) a partir de la imagen. Las image-
nes procesadas fueron cuantificadas a través de his-
togramas de densidad. Para la cuantificacion de las
variaciones densitométricas se calcul6 el % de varia-
cion del N° de pixeles presentes entre el grupo con-
trol y tratado.

TINCION CON TRICROMICO DE MASSON

La tincion de Tricromico de Masson que tine prin-
cipalmente el colageno tipo I, que forma las gruesas
fibras de colageno existentes en los espacios extrace-
lulares y estromas de todos los 6rganos. Las fibras de
colageno son los elementos mas frecuentemente
hallados en el tejido conectivo. El Tricrbmico de
Masson combina la hematoxilina férrica y la fucsina
acida de Biebrich, tinendo las fibras colagenas en
dgeneral de color verde. Las secciones fijadas en for-
malina y parafinizadas fueron tratadas con una solu-
cién de Bouin por una hora en estufa a 56 °C, se
dejaron enfriar por 10 min y se lavaron con agua des-
tilada hasta que desaparecio6 el color amarillo. Se tiné
con hematoxilina férrica durante 10 min, y luego se
lavaron con agua destilada y posteriormente fueron
tenidas con solucion acida de escarlata-fucsina de
Biebrich durante 2-5 min.

TINCION DE VON KOSSA

La tincion de Von-Kossa se utilizé para observar
los depésitos de calcio. Para lo cual las muestras fue-
ron desparafinadas e hidratadas con agua. Se incuba-
ron las secciones con 5% de solucién de nitrato de
plata en la oscuridad durante 1 hora, segquidamente
se enjuagaron y se colocaron en solucién de tiosulfa-
to de sodio durante 5 minutos, se revelaron con solu-
cion para revelado fotografico, hasta que los cortes
tornaron el color marrén, se enjuagaron con agua
destilada. Se contrastaron durante 5 minutos luego
se enjuadgaron con agua destilada y se deshidrataron
en alcohol y xileno, y por ultimo se montaron en cu-
breobjetos. La tincién de Von Kossa permite ver las
sales de calcio en negro o marrén-negro, los nucleos
en rojo, y el citoplasma en rosa.

DETERMINACION DEL NUMERO DE OSTEOCLASTOS

Para la determinacion del recuento de osteoclas-
tos se utiliz6 el kit de fosfatasa acida de Sigma-Al-
drich el cual se utiliza para demostracion de la activi-
dad de la fosfatasa acida en tejido, ésta se basa en el
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uso de Baftol AS-BI fosfato y sal de Fast Garnet GBC,
el acido tartarico se utiliza para demostrar la presen-
cia de fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP+), ma-
nifestandose como granulos de color apurpurados o
rojo oscuro en el citoplasma de la mayoria de los os-
teoclastos. El recuento de osteoclastos se realizo
mediante la evaluacion microscopica Confocal Olym-
pus utilizando un lente de inmersion de aceite (900X)
y contando en la zona a estudiar el nimero de osteo-
clastos presentes y se expres6 como numero de os-
teoclastos / area.

Para la definicion del area de estudio, sobre la
proyeccion de los cortes histologicos se trazo el seg-
mento AB tangente a los apices de las raices mesial y
distal. Desde el punto medio de AB, se trazd hacia el
punto medio de la furcacién el segmento CD. Este a
su vez se dividié en tres segmentos iguales por los
puntos E y F por los que se trazaron dos lineas parale-
las a AB, las que dividieron al espacio interradicular
en los tercios cervical, medio y apical. El segmento
CD, determin6 el punto G en su interseccién con la
cresta del hueso interradicular. La pérdida 6sea se
determiné sobre el segmento CD segun la siguiente
relacion: PO= CG/CD x100 (Figura 1).

Figura 1. Definicién del drea de estudio, sobre la proyecciéon
de los cortes histolégicos.

DETERMINACION DE LA MovILIDAD DENTAL

La movilidad dental, como reflejo de la severidad
de la periodontitis (pérdida de colageno en los tejidos
periodontales mas pérdida de hueso alveolar), fue
determinada usando un forceps para mover cada
diente, de acuerdo al siguiente sistema de anotacion:
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0 = ningin movimiento; 1 = movimiento ligero (vesti-
bulo-palatino); 2 = movimiento moderado (vestibulo-
palatino y mesio-distal); 3 = movimiento severo (mo-
vilidad vertical dentro y fuera del alvéolo).

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados como la
media + el error estandar de la media (X + EEM) y fue-
ron graficados y analizados mediante el programa
GraphPadPrism 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 es-
tadisticamente significativos.

Resultados

Los animales en estudio ganaron peso durante el
periodo de tratamiento. Asi la ganancia expresada en
gy en % fue:Control: 9 (100%); LPS: 4 (55,6%); VAL:
8 (1,18%) y LPS+VAL: 7 (1,28%). Tal como se observa
en la Figura 2, el tratamiento con LPS, VAL o LPS+VAL
durante 7 dias, no altero6 significativamente los valo-
res de presion arterial media (PAM).
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Figura 2. Presion arterial media (PAM). Cada barra representa
la media * E.E.M.

RECUENTO DE LEUCOCITOS

Los animales no mostraron signos aparentes de
enfermedad sistémica a los 7 dias. Sin embargo el
tratamiento 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 crénico con VAL a los animales que
recibieron LPS, fue capaz de prevenir el incremento
del nimero de leucocitos observado en el grupo con
periodontitis inducida por LPS. El recuento diferen-
cial de leucocitos mostré que el incremento de leuco-
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Figura 3. Recuento de leucocitos. Cada barra representa la
media t E.E.M. ***p<0,001 respecto al grupo control.

citosis observado en los animales tratados con LPS
se debe principalmente a un incremento de los neu-
trofilos (Tabla 1).

ANALISIS HISTOLOGICO DE LA PERDIDA OSEA

La Figura 4 muestra el aspecto macroscoépico de
las mandibulas de rata en los cuatro grupos experi-
mentales (panel izquierdo), la flecha senala el area
donde se induce la EP la cual se manifiesta por la
retraccion del hueso en el grupo LPS comparado con
el grupo control. Este efecto fue revertido por el trata-
miento crénico con valsartan (LPS+VAL). El analisis
histopatolégico de la regién 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 dias, mostré acentuada destruccion del hueso
alveolar, destacandose el desplazamiento hacia la de-
recha en la escala de grises, comparado con el gru-
po control (panel central e izquierdo). Los valores de
pérdida 6sea en la periodontitis inducida por LPS (en
% respecto al control), fue de 47,83%. Este valor fue
drasticamente reducido en el grupo LPS+ VAL mos-
trando una clara preservacion del proceso alveolar.

La Figura 5 muestra la tincion de Tricromico de
Masson (panel izquierdo), la cual tife a las fibras cola-
denas en color verde. Se observa una disminucion de
la intensidad de coloracion de un 53,96% en el gru-
po LPS comparado con el grupo control, indicando
una disminucién de las fibras colagenas. Este efecto
fue revertido en el grupo LPS+VAL, 24,39% (Tabla II).
El panel derecho de la Figura 5 se muestra la tincion
de Von-Kossa, la cual permite distinguir el ribete de
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osteoide en rojo intenso y el hueso mineralizado en
color negro. Observamos una disminucion de la inten-
sidad de coloracién de un 28,50% en el grupo LPS
comparado con el grupo control, indicando disminu-
cion de los depésitos de calcio. Este efecto fue reverti-
do en el grupo LPS+VAL en un 5,51 % (Tabla II).

LPS+VAL

O-black o onn 251.white

Figura 4. Registros fotograficos de la pérdida 6sea en el ma-
xilar de las ratas. Aspectos macroscépicos de un maxilar de
los cuatro grupos experimentales (panel izquierdo). Aspecto
microscépico donde se representa el area de pérdida (panel
central) e histograma resaltando la pérdida 6sea en el maxi-
lar de las ratas a los 7 dias de tratamiento (panel derecho).
Tinciéon de hematoxilina y eosina.
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Figura 5. Registros histolégicos de diferentes tinciones.
Tinciéon con Tricromico de Masson (fibras colageno tipo IV)
(panel izquierdo). Tincién de Von-Kossa (fosfatos de calcio)
(panel derecho).

RECUENTO DE OSTEOCLASTOS

Las Figuras 6 y 7 muestran el aspecto microsco-
pico y el recuento de osteoclastos realizado median-
te la prueba citoquimica para la deteccién de la fosfa-

Revista Facultad de Farmacia « Vol. 78 « N°1y2 « 2015

tasa acida resistente a tartrato (TRAP*) como marca-
dor especifico 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
osteoclastica. El valsartan previno dicho efecto, ob-
servandose que el marcaje disminuy6 en intensidad
en el grupo tratado con LPS+VAL. Cuando se realiz6
el recuento del nimero de osteoclastos, se observo
un aumento significativo en el grupo tratado con LPS
(LPS: 5,21+0,30; N=14), comparado con el grupo
control (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).

i 1 ,6 y
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>" /‘
."".,1
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Figura 6. Aspecto microscopico de muestras de tejido gingi-
val mostrando la presencia de osteoclastos y osteoblastos.
Tincién por la enzima fosfatasa acida resistente a tartrato
(TRAP*) como marcador especifico de osteoclastos y osteo-
blastos.
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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.
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Tabla I
Recuento diferencial de leucocitos
7 dias
Parametro CONTROL LPS VAL L+V
Neutrofilos (%) 23 31 23 26
Linfocitos (%) 76 68 75 73
Otros (%) 2 1 2 1
Tabla Il

Variacién de la densidad de los histogramas
en todos los grupos con la tincién de Tricromico
de Masson y con la tinciéon de Von-Kossa

CONTROL LPS VAL L+V

Valores absolutos y porcentuales

Tricromico

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%)

DETERMINACION DE LA MOVILIDAD DENTARIA

La Tabla IIl 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 dias de tra-
tamiento, en comparacion con la casi nula movilidad
exhibida por las ratas en el grupo control donde pre-
sentaron grado 0. La movilidad dentaria disminuyo
con el tratamiento LPS+VAL.

Tabla III

Grado de movilidad dentaria en los cuatro
grupos de experimentacion

7 dias 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%)
Discusion

La EP se caracteriza por la degradacion del tejido
conectivo y del hueso alveolar como consecuencia
de la respuesta del hospedador a la biopelicula den-
tal. La destruccién tisular puede ser inducida directa-
mente por las toxinas y productos del metabolismo
microbiano, sin embargo, la mayor parte del dano
esta 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 administraciéon sistémica de
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endotoxinas bacterianas como los LPS de bacterias
Gram negativas a roedores, constituye hoy en dia un
sistema bien caracterizado de inflamacién, reprodu-
ciéndose asi los aspectos clinicos, radiograficos e his-
tologicos de la periodontitis en humanos, constitu-
yéndose en una herramienta util en el estudio de las
enfermedades periodontales (Galvao y col., 2003).
La induccién de periodontitis con LPS tiene la ventaja
sobre otros métodos, de presentar ya a los dos dias
de iniciado el tratamiento, una pérdida significativa
de hueso alveolar, ademas de ser un método de bajo
costo, menor duracién y menor manipulaciéon de los
animales (Dumitrescu, 2006).

Los LPS son moléculas que reconocidamente
inducen infiltracion de leucocitos polimorfonucleares
en los tejidos periodontales inflamados, edema 'y
dilatacion vascular, ausencia de osteoblastos, desa-
paricion de osteocitos y un efecto estimulatorio so-
bre los osteoclastos y sobre la destrucciéon del cola-
geno. La presencia de infiltrado inflamatorio es una
caracteristica constante en la enfermedad periodon-
tal, donde la relacién leucocito-tejido periodontal
tiene un doble aspecto. Asi, el papel de estas células
en la contencidn de las bacterias gingivales y sus pro-
ductos, debe balancearse con la destruccién histica
debida a la liberacién de radicales libres y proteasas.
De esta forma, un mecanismo defensivo, bajo la inte-
raccion de diferentes factores, puede tornarse en le-
sivo para los tejidos periodontales, y por lo tanto
estan involucrados en la etiopatogenia de la Enferme-
dad Periodontal (Garcia-Triana y col., 1998). A medi-
da que el estimulo microbiano aumenta, las bacte-
rias y sus productos interactuan 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
numero de leucocitos, especialmente neutréfilos, los
cuales migran a través del epitelio de unién hacia el
surco gingival (Page y Kornman, 1997).

Los leucocitos, podrian migrar al torrente circula-
torio sistémico. Efectivamente, nuestros resultados
en un modelo periodontitis en rata demuestran que
el tratamiento durante 7 dias de LPS produjo un au-
mento de la leucocitosis con neutrofilia evidente,
acompanada de disminucion de la ganancia de peso
corporal y sin alteracién de los valores de la PAM, lo
que sugiere una repercusion sistémica de la perio-
dontitis debido a las bacterias Gram negdativas via-
bles en la biopelicula, a los LPS y citocinas proinfla-
matorias que pueden ingresar al torrente sanguineo
e influir en la salud general y en la susceptibilidad a
ciertas enfermedades. En efecto, numerosos infor-
mes basados en estudios epidemiolégicos, indican
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que las infecciones buco-dentales estan asociadas y
pueden desempenar un papel coadyuvante en el
desarrollo de enfermedades sistémicas, reportando-
se una relacion estadisticamente 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 esta 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 presuncién de que la EP causa
inflamacion sistémica de bajo grado inducida por la
respuesta del hospedero a las bacterias periodonta-
les (Zilinskas y col., 2011).

Se ha reportado que el uso de LPS de origen bac-
teriano como modelo experimental de induccion de
periodontitis se encuentra asociado a la pérdida de
volumen 6seo mandibular en la rata (Rogers y col.,
2007; Chengy 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 area donde se indujo la enfermedad
periodontal. Aunado a ello esta la demostracién me-
diante el examen histologico de las mandibulas de
las ratas, de una disminucion de las tinciones de Von
Kossa y TricrOmico de Masson, como indices de re-
duccién de los depésitos de calcio y del colageno,
respectivamente. Estos cambios histolégicos estuvie-
ron asociados a un incremento de la movilidad den-
taria producto de la pérdida de tejido conectivo y
hueso alveolar, que involucra una serie de cambios
en los tejidos de soporte caracterizados por la activa
remodelacién del tejido periodontal y 6seo adyacen-
te a la pieza dentaria, que permiten el desplazamien-
to de los dientes a través del proceso alveolar. La
remodelacién de este componente tisular es llevada
a cabo por osteoclastos (Droghetti y col., 2010). Re-
sultados similares han sido descritos en estudios
histolégicos realizados en conejos bajo diferentes
modelos de induccién de la enfermedad periodontal
(ligadura, inyecciones con F. gingivalis, ligadura +
inyecciones con P. gingivalis), donde se observaron
incrementos en el nimero de osteoclastos (Hasturk y
col., 2006), o en modelos en rata mediante inyeccio-
nes con LPS (Kirkwood y col., 2007).

La angiotensina Il, el efector principal del sistema
renina-angiotensina, ademas de ser un mediador fi-
siologico de la respuesta circulatoria, esta hoy reco-
nocido como un factor de crecimiento, regulando el
crecimiento celular y la fibrosis. Adicionalmente, da-
tos recientes sugieren que la ANG II esta involucrada
en eventos claves del proceso inflamatorio (Suzuki y
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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 patologias inducidas por el estrés como
las tulceras gastricas (Bregonzio y col., 2003). Esta ac-
cion antiinflamatoria de los antagonistas del receptor
AT, ha sido igualmente demostrada en la induccién
de la inflamacién por LPS en tejidos ricos en macrofa-
gos tales como el bazo, la glandula suprarrenal y la
hipofisis (Sanchez-Lemus 2008, 2009a, 2009b), en
cerebro (Benicky y col., 2009) y en monocitos huma-
nos (Larrayoz y col., 2009).

Especificamente a nivel del tejido periodontal, se
han reportado diversos efectos de la ANG II tales co-
mo incremento del namero de fibroblastos en culti-
vos de células del ligamento periodontal (Lundergan y
col., 1999), la regulacién del flujo sanguineo pulpar
(Bergdreen y Heyeraas, 2003) y la regulacion de los ni-
veles de receptores de angiotensina Il en la pulpa den-
tal (Souzay 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 AT, es capaz de
ejercer importantes efectos relacionados con proce-
sos inflamatorios tales como la inhibicion de la libera-
cion de prostaglandina E2 en cultivos de fibroblastos
gingivales humanos (Segawa y col., 2003) o la prolife-
raciéon 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 Il
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 AT,
de la angiotensina Il, el valsartan, previene de modo
significativo la pérdida de tejido conectivo y la resor-
cion del hueso alveolar, asi como de otros parame-
tros tales como pérdida de peso, leucocitosis y sig-
nos generales de inflamacion en ratas a las que se les
indujo la periodontitis mediante la inyeccién 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-
cién de un bloqueante selectivo de los receptores
AT, de la angiotensina II.

Aun no esta claro el mecanismo mediante el cual
el valsartan ejerce las acciones antes mencionadas.
La evidencia conduce a considerar que en la perio-
dontitis, los factores etiologicos generales que provo-
can la ruptura de sistemas fisiolégicos de inhibicién

91



MaTos MARIA GABRIELA, PERDOMO LOURDES, ALVAREZ MARCO, ISRAEL ANITA, GARRIDO MARIA DEL ROSARIO

de la peroxidacion lipidica, crean un bajo nivel de
proteccién antioxidante de los tejidos periodontales.
En estas condiciones, los factores locales conducen
a la migracion de neutréfilos hacia la encia y el fluido
gingival. La activacion de la fagocitosis de estos leu-
cocitos, provoca la liberacion de especies reactivas
de oxigeno, que conlleva al desencadenamiento de
la peroxidacion lipidica de los tejidos blandos del
periodonto y a la activacion de proteasas. Esta pero-
xidacion lipidica constituye el mecanismo que permi-
te el desarrollo de cambios morfofuncionales en el
periodonto y sus vasos, lo cual resulta en destruccion
del colageno y resorciéon 6sea. Por ello, el efecto pre-
ventivo del valsartan observado en la periodontitis
experimental podria asociarse al efecto antioxidante
de los bloqueantes de los receptores AT, . Al respecto,
en un modelo de periodontitis inducida por ligadura
en rata, se demostré que el telmisartan fue capaz de
atenuar la formacion de especies reactivas de oxige-
no, intimamente asociadas a la activacién de genes
proinflamatorios, la inflamacién, y a la expresiéon de
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) y la pérdida
6sea (Araujo y col., 2013). Aun mas, nosotros demos-
tramos que el valsartan es capaz de prevenir el incre-
mento de la actividad de enzimas antioxidantes en la
mandibulas de la rata con periodontitis inducida por
la administracion del LPS (Matos y col., 2012).

En conclusion, el efecto del valsartan sugiere una
nueva aplicacion terapéutica de los antihipertensivos
en la prevencion de la progresion de la inflamacion y
la pérdida 6sea en la enfermedad periodontal que
abre nuevas oportunidades para la investigacion clini-
cay el tratamiento de enfermedades inflamatorias.
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