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RESUMEN

Las enfermedades periodontales son patologias que afectan al periodonto, es decir, a los tejidos que sostienen a los
dientes, son patologias infecciosas, en la que se produce una destruccién que afecta a todos tejidos del periodonto:
encia, el hueso alveolar, el cemento del diente y el ligamento periodontal. Esta destruccion es, ademas, irreversible.
La respuesta inmune a los patégenos microbianos depende de componentes del sistema inmune, tanto innato como
adaptativo, que inducen excesiva produccién de citocinas y contribuyen a la inflamacion y a la resorcion 6sea. Existe
un equilibrio entre las citocinas pro-inflamatorias y las anti-inflamatorias donde el patrén de citocinas 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 esta involucrado en la inflamacién. Su efector, la angiotensi-
na Il (ANG II) ejerce acciones pro-inflamatorias. Con el fin de determinar el papel de la ANG II en la EP, se avaluo el
efecto que ejerce sobre la respuesta inmunitaria innata inflamatoria el bloqueo del receptor AT, con valsartan, en un
modelo de EP inducida por la administraciéon de lipopolisacaridos (LPS) en la encia de la rata. Nuestros resultados
demuestran que el valsartan, previene el incremento de los niveles de la proteina C reactiva (PCR) y de cuatro citoci-
nas pro-inflamatorias: IL-1a, IL-1p, IL-6, TNF-a inducido por el LPS. Estos hallazgos sugieren un papel importante de la
angiotensina Il en la inflamacion durante la EP y abre la posibilidad del uso del valsartan como una nueva alternativa
terapéutica en el tratamiento de la enfermedad periodontal.
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ABSTRACT

Periodontal disease (EP) is defined as a chronic pathology of infectious and inflammatory and destructive nature,
which affects the tissues that support and surrounds the teeth: alveolar bone, tooth cement and periodontal ligament.
This destruction is also irreversible. The immune response to microbial pathogens depends on both innate and adap-
tive components of the immune system, inducing excessive production of cytokines that contribute to inflammation
and bone resorption. There is a balance between pro-inflammatory and anti-inflammatory cytokines where the pat-
tern of cytokines expressed locally in the periodontal tissue and inflammatory cells contribute to the state of the des-
tructive phase of the disease progression. It is known that the renin-angiotensin system is involved in inflammation. Its
effector, angiotensin II (ANG II) exerts pro-inflammatory actions. Thus we assessed whether blockade of AT, receptor
with valsartan reduces inflammatory innate immune response in an experimental model of EP induced by lipopoly-
saccharide (LPS) administration into rat gingiva. Our results demonstrate that valsartan, prevented the increase in C-
Reactive Protein (CRP) levels and four of the pro-inflammatory cytokines: IL-1a, IL-1§, IL-6, TNF-a induced by LPS. Our
results support the role of ANG II during inflammation in periodontal disease and provides a new therapeutic option in
the treatment of periodontal disease.
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Introduccion

La enfermedad periodontal (EP) es una infeccion
caracterizada por una respuesta inflamatoria de los
tejidos gingivales contra la microflora bacteriana
patogénica que ha colonizado la zona. Su evolucién
lleva a la destruccioén del tejido conectivo con pérdi-
da progresiva de insercién epitelial, resorcion de
hueso alveolar y eventual pérdida de los dientes (Bo-
tero y Bedoya, 2010:; Silva y col, 2015).

La colonizacion de los tejidos periodontales por
especies bacterianas patogenas es el primer paso
para el desarrollo de esta enfermedad. Este proceso
destructivo se debe a la entrada de la bacteria o de
sus productos bacterianos a los tejidos periodonta-
les. En consecuencia, la destruccion periodontal
deriva de productos bacterianos que causan directa
o indirectamente dano en los mismos. Todos los ti-
pos de enfermedad periodontal estan asociados a la
presencia de microorganismos patégenos en la pla-
ca subgingival, principalmente por especies Anaero-
bias Gram Negativas, que colonizan y proliferan en el
tejido periodontal y a la susceptibilidad del hospede-
ro. El resultado de esta interrelacién, en el caso de la
periodontitis, es la formacién de un saco periodon-
tal y una reaccion inflamatoria del tejido mediada
por células fagociticas, plasmaticas, linfocitos Ty B,
las cuales podrian danar estructuras del tejido co-
nectivo y el hueso alveolar (Lindhe y Karring, 2000;
Silvay col., 2015).

Las bacterias producen factores de virulencia co-
mo los lipopolisacaridos (LPS), que se unen al fibro-
blasto gingival, el cual juega un papel importante en
el remodelado de los tejidos blandos periodontales.
El fibroblasto estimulado por el LPS, actuia sobre la
expresion de moléculas de adhesion celular en los
tejidos gingivales, y de diversas citocinas, las cuales
a su vez disparan las respuestas involucradas en los
procesos inmunoinflamatorios (Wang y Ohura, 2002),
los cuales contribuyen a la inflamacién y a la resor-
Cién 6sea in vitro (Amano 'y col., 1997) e in vivo (Or-
cely col., 1993) y a su vez estos entran en contacto
con las células del epitelio del surco que producen
citocinas pro-inflamatorias.

El LPS estimula al eje monocito/linfocito y esto
resulta en la secrecion de sustancias mediadoras de
la inflamacién como las interleucinas IL-1p, IL-6, IL-
17 y TNF-a, PGE2 (prostaglandina E2) y leucotrienos
B4 (Dumitrescu, 2006; Graves, 2008). La EP que
conduce a inflamacion de la gingiva y destruccion de
los tejidos periodontales involucra componentes
tanto bacterianos como del hospedador. La respues-
ta inmune a los patégenos microbianos depende de
componentes del sistema inmune tanto innato co-
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mo 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 infla-
matorio proveniente desde la circulacion hacia el
surco de la encia, denominado liquido o fluido gin-
gival crevicular (FGC).

En la EP, las citocinas ademas de ser mediadoras
de la defensa en el FGC, también son un indicador
de destruccién de los tejidos. Las citocinas son pro-
teinas solubles que se unen a receptores especificos
en células blanco e inician cascadas de senalizacion
intracelulares que resultan en una alteracion de la re-
gulacion de genes. Son efectivas a bajas concentra-
ciones, son producidas transitoriamente en los teji-
dos y actuan primariamente en los tejidos donde
son producidas. La citocinas son capaces de inducir
su propia expresion de modo autocrino o paracrino
y poseen efectos pleiotropicos en un gran niimero
de células. Las citocinas juegan un papel importante
en la inflamacion, incluyendo la EP (Castro y col.,
2003; Silvay col., 2015; Ebersole y col., 2014).

La activacion de la inmunidad innata es un pre-
requisito para el inicio de la inmunidad adaptativa,
pero también puede conducir a la inflamacion des-
tructiva (cronica) si el dano original persiste. La im-
portancia de las citocinas en la EP se hace evidente
no solo porque actiian como iniciadores y regulado-
res de la respuesta innata y la inmunidad adaptativa,
sino que ellas median también el dano tisular lo que
conduce a una pérdida de funciéon y enfermedad cli-
nica, que a su vez ocasiona una sintesis y secrecion
inapropiada de citocinas con efectos concomitantes
sobre la funcién y recambio de las células periodon-
tales; mas aun, muchas de las células no inmunes
del periodonto como queratinocitos y fibroblastos,
sintetizan citocinas en respuesta a bacterias y éstas
influencian el recambio de componentes de la ma-
triz extracelular y de las fibras del ligamento perio-
dontal (Gaestel y col., 2009; Ebersole y col 2014).

Por otra parte, se sabe que el sistema renina-an-
giotensina (SRA) es un mediador clave en los proce-
sos inflamatorios (Saavedra y col., 2011). Efectiva-
mente, 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 generaciéon de es-
pecies reactivas de oxigeno (ERO) y la activacion del
factor nuclear xB (NF-xkB) (Kim y col., 2011, 2012).
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, especial-
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mente la presencia de receptores de la ANG II en la
pulpa dental (Souza y col., 2007), el tejido gingival y
en cultivo de fibroblastos de diversas especies (San-
tos y col., 2009). Aun mas, se ha descrito la presen-
cia 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 (Santos y col., 2009). Estos
autores, han descrito asimismo la expresion de los
componentes de SRA en tejido gingival humano asi
como en los fibroblastos del ligamento periodontal
(Santos y col., 2014).

Se desconoce hasta el presente el papel de la
ANG II en los procesos inflamatorios implicados en la
periodontitis. Por ello resulta de interés obtener un
modelo experimental en animales que permitan el
estudio de las manifestaciones y mecanismos invo-
lucrados en la patogénesis de la periodontitis. Efec-
tivamente, los lipopolisacaridos (LPS), constituyentes
de la pared celular de virtualmente todas las bacte-
rias Gram negativas subgingivales (Wang y Quinn,
2010), constituye un estimulo potente en la inicia-
cion de la respuesta inmune innata, induciendo infla-
macion y sintesis de citocinas pro-inflamatorias, oste-
os-teoclastogénesis y pérdida 0sea alveolar (Vardar y
col., 2004). Por ello, empleando el modelo experi-
mental de periodontitis inducida por la administra-
cion de LPS en la encia de la rata, en el presente estu-
dio se evaluaron los posibles cambios de los niveles
salivares de citocinas pro-inflamatorias, asi como el
posible papel del sistema renina angiotensina local
mediante el uso de un antagonista de los receptores
AT, de la angiotensina Il (valsartan).

Material y métodos

Se utilizaron ratas macho, de la cepa Sprague-
Dawley, de 280-300 g de peso corporal, provenien-
tes del Bioterio del Instituto de Medicina Experimen-
tal (UCV, Caracas), mantenidos bajo libre acceso al
agua y comida (Ratarina®) hasta el momento del ex-
perimento. Los experimentos fueron realizados bajo
la supervision de la Comision de Bioterio de la Facul-
tad 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.

Induccién 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
inflamacioén periodontal fue inducida 24 horas antes
del inicio del tratamiento con el antagonista de los
receptores AT, (valsartan) (VAL). Las ratas fueron
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anestesiadas con ketamina al 10% (60mg/kg) e in-
yectadas 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 cromatogra-
ficamente (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 admi-
nistrado via oral (10mg/Kg). Para la determinacién de
proteina C reactiva (PCR) y las citocinas se recolect6
saliva, para lo cual las ratas fueron anestesiadas con
ketamina al 10% (60mg/Kg) y utilizando una micropi-
peta se recolecté un aproximado de 500pL de saliva
alos 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 realiz6 la determinacion de PCR mediante el
uso de un estuche comercial (DRG® C-Reactive Pro-
tein (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 incuba-
cion la PCR se une especificamente a los pocillos.
Después de la eliminaciéon de las proteinas no fijadas
de saliva por un procedimiento de lavado, el comple-
jo antigeno-anticuerpo en cada pocillo se detecta
con anticuerpos conjugados con peroxidasa. Des-
pués de separar el conjugado no unido, las tiras se
incubaron con una solucién cromégena que contie-
ne tetrametilbenzidina y peré6xido de hidrégeno for-
mandose un color azul. La reaccion enzimatica se
detuvo mediante la adicién de H,SO, 0,5 My los va-
lores de absorbancia se determinaron a 450 nm. La
curva estandar se obtuvo representando los valores
de absorbancia frente a los valores referenciales co-
rrespondientes. La concentracion de PCR en mues-
tras se determind por interpolacion a partir de la cur-
va estandar, y se expreso6 en pg/mL.

DETERMINACION DE CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS

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 nticleos tecnologi-
cos. El primero constituye una tecnologia novedosa
que emplea hasta 100 microesferas de poliestireno
(5,6pm) o magnéticas (8pm), tenidas fluorescente-
mente y codificadas con un cédigo espectral (Tec-
nologia XxXMAP), con deteccion simultanea de hasta
100 moléculas diferentes por muestra. El segundo es
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un citébmetro de flujo con dos rayos laser asociados
a un sistema optico que permite cuantificar las dife-
rentes moléculas unidas a la superficie de las micro-
esferas. El tercero esta constituido por un procesa-
dor de senal digital de alta velocidad que maneja los
datos de fluorescencia con alta eficiencia. Esta téc-
nica nos permitié estudiar en forma simultanea las
concentraciones salivares de las interleucinas (IL)-
lalfa/beta, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL13, IL-
15, IL-17, de las citocinas: eotaxina, factor de creci-
miento basico de fibroblastos (FGFb), factor estimu-
lante de colonia de granulocitos (G-CSF), factor esti-
mulante de colonia de granulocitos y macrofagos
(GM-CSF), interferon-gamma (INF-y), proteina 10
inducible por IFN-y/quimioquina 10 motivo C X C (IP-
10/CXCL10), proteina quimiotactica de monocitos
tipo-1 (MCP-1), proteina inflamatoria de macréfagos-
1 alfa/beta (MIP-1a/b), factor de crecimiento deri-
vado de las plaquetas (PDGF), ligando 5 de motivo
C/ proteina expresada y secretada en células T nor-
males requladas 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 analizados mediante el progra-
ma GraphPad Prism version 4.1. Las diferencias en-
tre 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 conside-
rados 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 nive-
les PCR en la saliva. El tratamiento con valsartan
durante 7 dias previno el incremento de PCR salival
inducido por LPS.

DETERMINACION DE CITOCINAS

Al evaluar las citocinas pro-inflamatorias se ob-
servo que se pudieron detectar niveles basales de
las citocinas pro-inflamatorias, pero solo las IL-1a,
IL-1f, IL-6, TNF-o. mostraron niveles significativa-
mente elevados en los animales tratados con LPS. El
tratamiento con valsartan durante 7 dias previno el
incremento de dichas citocinas pro-inflamatoria sali-
val inducido por LPS (figura 2 y 3).
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Figura 1. Determinacién de la concentracion de la PCK 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.
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Figura 2. Concentracién de IL-1a y IL-1f en saliva de rata
tratada con valsartan durante 7 dias. Cada barra representa
la media + E.E.M. ***p<0,001 respecto al control. *p<0,05 res-
pecto al grupo VAL.
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Figura 3. Concentracién de IL-6 y TNF-o en saliva de rata tra-
tada con valsartan durante 7 dias. Cada barra representa la
media + E.E.M. ***p<0,001 respecto al control.



CITOCINAS PRO-INFLAMATORIAS EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL EXPERIMENTAL: EFECTO DEL VALSARTAN

Discusion

La respuesta de fase aguda es un proceso no es-
pecifico que ocurre en la respuesta inicial del hospe-
dero ante un dano tisular, infecciones, necrosis o
malignidad. Es iniciada por la activacién de macroéfa-
gos locales, fibroblastos o células endoteliales llevan-
do a la liberacion de diversos mediadores (Qvarns-
trom y col., 2010). Cuando la respuesta inflamatoria
aguda es insuficiente, estos mediadores estimulan a
los hepatocitos a segregar proteinas de fase aguda
tales como la PCR durante el proceso de respuesta in-
flamatoria cronica sistémica no especifica (Medzhitov
y col., 2007). 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 res-
puesta no especifica en la mayoria de las formas de
inflamacion, infeccion y dano tisular (Pepys y Hirsch-
field, 2003; Podzimek y col., 2015).

Sin embargo, estudios recientes han subrayado
la capacidad del tejido periodontal inflamado en la
sintesis de PCR. Asi, se ha demostrado la presencia
de la proteina, asi como la expresioén de su ARNm en
tejidos gingivales tanto de pacientes con periodonti-
tis como en sujetos sanos (Lu y Jin, 2010). Adicio-
nalmente, la expresion génica de la PCR esta signifi-
cativamente incrementada en la periodontitis com-
parada con la gingivitis (Maekawa y col., 2011).

Existe evidencia de estudios transversales, que la
PCR plasmatica esta elevada en pacientes con perio-
dontitis comparados con el grupo control (Paraske-
vas y cols., 2008; Bansal y col., 2014), asi como en
el suero y FGC (Haba y col., 2011). Efectivamente,
Linden y col. (2008) reportaron una asociaciéon entre
los niveles de PCR y la periodontitis en el grupo de
pacientes europeos entre los 60-70 anos de edad,
asi como entre los niveles de PCRy la pérdida dental
en la poblacion estudiada.

Asimismo, Goyal y col. (2014) y Podzimek y col.
(2015), encontraron un incremento en los niveles de
PCR subsecuente a la severidad de la enfermedad
periodontal, con los niveles menores en recesiones
gingivales, incrementando en pacientes con gingivi-
tis y periodontitis cronica, con los niveles maximos
en pacientes con periodontitis agresiva. Asi, los valo-
res de la PCR incrementan con la del dano o discapa-
cidad del periodonto.

Se ha reportado una alteracion de los niveles de
la PCR en la saliva de los pacientes con EP en com-
paracioéon con los controles. Se ha demostrado que
los niveles salivares de PCR son significativamente
mayores en pacientes con periodontitis en compara-
cion con los pacientes desdentados totales (Chris-
todoulides y col., 2005). Aun mas, se han reportado
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niveles de PCR 18,2 veces mayores en la saliva de
los pacientes con EP en comparacion con los de pa-
cientes dentados sanos (Christodoulides y col.,
2007). Por el contrario, un estudio con numero limi-
tado de pacientes informé que los niveles de PCR
son mas bajos durante la periodontitis cronica en
comparacion con los controles sanos (Aurer y col.,
2005). Aunque los datos son controversiales, la opi-
nién mayoritaria indica que los niveles de PCR pare-
cen ser elevados en pacientes con periodontitis.
Nuestros resultados, en un modelo experimental en
rata, apuntan a esta posibilidad ya que demuestran
claramente un incremento significativo de los niveles
de PCR en la saliva de las ratas a las que se les indujo
la EP con LPS, el cual resulta ser similar a los reporta-
dos en pacientes con periodontitis. Los cambios en
estos valores, tanto en sentido ascendente como
descendente, pueden llevar a un monitoreo eficiente
del tratamiento de la enfermedad periodontal.

La periodontitis es una enfermedad multifacto-
rial que resulta de la interaccién de bacterias patoge-
nas con los mecanismos de respuesta inmune del
huésped, y que se caracteriza por una reaccion infla-
matoria sostenida caracterizada por la infiltracion de
los tejidos de neutrofilos, macrofagos y linfocitos y la
dgeneracion de altas concentraciones locales de cito-
cinas, que afecta el aparato de insercion del diente.
Las variaciones de la respuesta inmune a la infec-
cién producida por las bacterias periodonto patége-
nas influencian, de forma directa, la susceptibilidad
del huésped a esta patologia.

Las citocinas estimulan el reclutamiento de célu-
las inflamatorias; son producidas por un amplio
espectro de células residentes del periodonto, como
fibroblastos, células endoteliales, macréfagos, osteo-
clastos, células epiteliales, leucocitos polimorfonu-
cleares, monocitos, linfocitos y mastocitos (Graves,
2008; Ebersole y col., 2014).

El resultado neto de la expresion de citocinas en
el tejido, genera un escenario local especifico que
orquesta las respuestas inmunes, tanto celular como
humoral necesaria para el control de los comensales
orales y los patégenos (Manolagas y Jilka, 1995;
Ebersole y col., 2014; Silvay col., 2015). No hay du-
da que el patron de citocinas expresadas localmen-
te en el tejido periodontal y las células inflamatorias
contribuyen al estado o a la fase destructiva de la
progresion de la enfermedad (Teng, 2006a,b; Eber-
sole y col., 2014; Silvay col., 2015).

Nuestros resultados demuestran un incremento
significativo de al menos cuatro de las citocinas pro-
inflamatorias, IL-1a, IL-1B, IL-6, TNF-a, en la saliva
de rata con enfermedad periodontal experimental,
que se asocia con la pérdida de volumen 6seo man-
dibular en la rata (Matos y col., 2014 y 2015).
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Citocinas tales como TNF e IL-1 promueven la ex-
travasacion de leucocitos y contribuyen substancial-
mente a la pérdida 6sea patoldgica que ocurre en la
enfermedad periodontal (Graves y col., 2011). Am-
bas citocinas pueden asimismo regular hacia arriba
la sintesis de Metaloproteinasas en diversos tipos
celulares, las cuales a su vez contribuyen a la de-
gradacion de la matriz extracelular (Kusano y col.,
1998). Adicionalmente, la IL-1 estimula la osteoclas-
togénesis y la resorcion 6sea mediante la regulacion
hacia arriba de RANK y RANKL, mientras que el TNF
estimula la osteoclastogénesis a través de RANKL
(Silvay col., 2015)

En apoyo a nuestros hallazgos, se ha demostrado
niveles incrementados de IL-1 en muestras de biop-
sias gingivales y en FGC de pacientes con periodonti-
tis, demostrandose una correlacién entre estos nive-
les con parametros de la enfermedad periodontal
tales como movilidad dental, sangramiento, bolsa
periodontal e indices de higiene (Chaudhari y col.,
2011), asi como una disminucién en su concentra-
cion después de tratamiento (Wilton y col., 1992).
Aun mas, las concentraciones de IL-1p en el FGCy la
saliva en pacientes se encuentran elevados en los
pacientes con EP comparados con pacientes sanos
(Castro y col., 2003; Miller y col., 20086).

La IL-1p es una molécula diana de la fase inflama-
toria de la EP. Asi, se ha reportado que pacientes con
EP muestran porcentajes importantes de sitios positi-
vos, para IL-1a (56%) y para IL-1p (87%). De las dos
isoformas la IL-1p es mas potente en la estimulaciéon
de la resorciéon Oseay es la forma mas frecuente en la
periodontitis (Castro y col., 2003). En el periodonto,
la IL-1B puede ser sintetizada y secretada por células
de tejido conectivo (fibroblastos y células endotelia-
les), o por los leucocitos infiltrantes (Castro y col.,
2003). En estudios clinicos, niveles de IL-13 mayores
se han asociado con la inflamacion gingival, la grave-
dad de la enfermedad periodontal y una falta de efi-
cacia terapéutica (Figueredo y col., 1999).

Ebersole y col. (2014), en un estudio sobre el
analisis transcripcional de citocinas en un modelo de
periodontitis progresiva mediante ligadura en pri-
mates no humanos, reportan una sobre expresion de
IL-1p e IL-6 durante la fase aguda de la enfermedad.

La IL-6 es una citocina pleiotrépica que puede
ser secretada por distintas células, que es producida
por células T y B, macréfagos, células endoteliales,
células epiteliales y fibroblastos en respuesta a la
infeccion, el estrés y la neoplasia. También se libera
en respuesta a IL-1 y TNF-a (Carrillo y col., 2006). La
actividad biolodgica de la IL-6 es muy diversa: diferen-
ciacién de células B a células plasmaticas, activa-
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cion de células T, liberacion de proteinas de fase
aguda por parte de los hepatocitos y activacion de la
cascada del complemento (Revel y col., 1989). De
particular importancia es la habilidad de la IL-6 para
inducir resorciéon 6sea, tanto de forma aislada como
sinérgicamente con la IL-1 (Ishimi y col., 1990).
Esta resorcion 6sea probablemente sea debida a
una estimulacioén y diferenciacion por parte de la IL-
6 sobre los precursores de los osteoclastos (Irwin y
col., 1998). La IL-6 es util en periodoncia como he-
rramienta diagnéstica. Se ha medido su concentra-
cion en el FGC, en sangre periférica y en tejido gingi-
val para determinar la progresiéon de la enfermedad,
encontrandose que la IL-6 es indicador de pérdida
de insercion incipiente y de actividad de la enferme-
dad (Gemmel y col., 1997).

La influencia de la IL-6 en la enfermedad perio-
dontal ha sido ampliamente documentada. Reinhardt
y col. (1993) encontraron niveles de IL-6 significativa-
mente mayores en fluido gingival crevicular en
pacientes con periodontitis refractaria que en suje-
tos estables. Lee y col. (1995) reportan niveles signi-
ficativamente mayores de IL-6 en FGC en localizacio-
nes activas que inactivas, tanto basales como a los 3
meses. Geivelis y col. (1993) observaron una corre-
lacién positiva entre sangrado gingival e IL-6, y entre
profundidad de sondaje e IL-6 en pacientes con pe-
riodontitis, igualmente se han descrito incrementos
en la IL-6 en suero de pacientes con periodontitis
agresiva generalizada (Robati y col., 2011). Por el
contrario, Bozkurt y col. (2000) no encontraron una
correlacion significativa entre parametros periodon-
tales y los niveles de IL-6 en FGC en pacientes con
periodontitis del adulto. Estos hallazgos pueden sig-
nificar que la produccioén local de mediadores infla-
matorios varia de una region a otra y de paciente a
paciente, y que los niveles de los mediadores infla-
matorios en pacientes periodontales pueden verse
influenciado por diversos factores como la composi-
cion bacteriana local (Reinhardt y col., 1993).

La superfamilia del TNF esta formada por 20 pro-
teinas o ligandos, entre los que se incluye TNF-a, cu-
ya accion principal se desarrolla en el sistema inmu-
ne, modulando tanto la inmunidad innata como
adquirida (Locksley y col., 2001). Su principal fun-
cion es el reclutamiento y estimulacién de neutrofi-
los y monocitos, junto con la induccion y regulacion
de mediadores de la inflamacién, ya que desempena
un papel importante en la proteccién frente a la in-
feccion bacteriana (Gamble y col., 1985). El TNF-a
es una citocina pro-inflamatoria e inmunomodulado-
ra producida por un amplio espectro de células co-
mo monocitos, macrofagos, linfocitos B y T, células
NK, asi como células no pertenecientes al sistema
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inmune como fibroblastos y queratinocitos. Su incre-
mento ha sido detectado en sitios localizados de
pacientes con periodontitis, y esta asociado a la des-
truccion y resorciéon 6sea (Page y col., 2000). Es asi
como se han reportado incrementos de TNF-a en el
FGC y en el suero de pacientes con periodontitis
cuando fueron comparados con controles sanos,
asociados con la carga bacteriana de la placa dental
(Andrukhov y col., 2011). De modo similar, Ertugrul
y col. (2012) comparan los niveles de la IL-1 y del
TNF-a en pacientes con gingivitis, periodontitis créni-
ca y periodontitis agresiva generalizada cuando fue-
ron comparados con pacientes sanos, encontrando
niveles progresivamente incrementados segun la
progresion de la enfermedad.

Para Graves y Cochran (2003) y Graves y col.
(2011), la mayor parte del dano que ocurre durante
la destruccioén del tejido periodontal puede ser atri-
buido a la actividad de la IL-1 y el TNF-a. Esto se ba-
sa en estudios que se han realizado en donde se
observo que el uso de antagonistas de la IL-1 y el
TNF-a en periodontitis experimental demuestra una
relacion causa-efecto entre la actividad de estas cito-
cinas y la extension de la inflamacion hacia las areas
mas profundas en el tejido conectivo, pérdida de in-
sercion de tejido conectivo, formacién de osteoclas-
tos y pérdida 6sea. A su vez, ambas citocinas incre-
mentan la expresion de IL-6 en fibroblastos huma-
nos (Souzay col., 2012).

Se ha establecido la secuencia de eventos pro-
inflamatorios en el periodonto, iniciandose con pro-
ductos bacterianos tales como los LPS los cuales
inducen la expresion de la IL-13 y el TNF-a, que a su
vez estimulan la produccion de citocinas, quimioci-
nas y productos de la ciclooxigenasa que amplifican
la inflamacién. Subsecuentemente se inducen las
metaloproteinasas de la matriz (MMPs) que rompen
el tejido conectivo y se inicia la resorcion 6sea re-
sultando en destruccién del hueso alveolar confor-
me el frente inflamatorio se profundiza en el tejido
(Preshaw y Taylor, 201 1). Efectivamente, se ha repor-
tado que el uso de LPS de origen bacteriano como
modelo experimental de induccion de periodontitis
se encuentra asociado a la pérdida de volumen 6seo
mandibular en la rata (Cheng y col., 2010). Asi, Ma-
tosy col. (2104 y 2015) demostraron un incremento
en la pérdida de hueso alveolar y del tejido conecti-
vo, debido a un incremento de la osteoclastogénesis
en el area donde se indujo la enfermedad periodon-
tal. Aunado a ello se demostrd, mediante el examen
histologico de las mandibulas de las ratas, una dis-
minucion de las tinciones de Von Kossa y Tricromico
de Masson, como indices de reduccion de los deposi-
tos de calcio y del colageno, respectivamente. Estos
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cambios histoldgicos estuvieron asociados a un incre-
mento de la movilidad dentaria producto de la pérdi-
da de tejido conectivo y hueso alveolar, que involucra
una serie de cambios en los tejidos de soporte carac-
terizados por la activa remodelacion del tejido perio-
dontal y 6seo adyacente a la pieza dentaria, que per-
miten el desplazamiento de los dientes a través del
proceso alveolar. La remodelacion de este componen-
te tisular es llevada a cabo por osteoclastos (Droghetti
y col., 2010). Resultados similares han sido descritos
en estudios histologicos realizados en conejos bajo
diferentes modelos de induccion de la enfermedad
periodontal (ligadura, inyecciones con P. gingivalis,
ligadura + inyecciones con P. gingivalis), donde se ob-
servaron incrementos en el nimero de osteoclastos
(Hasturk y col., 2006), o en modelos en rata mediante
inyecciones con LPS (Kirkwood y col., 2007).

Actualmente, se reconoce que la ANG II esta in-
volucrada en eventos claves del proceso inflamato-
rio (Suzukiy col., 2003b). En efecto, se ha estableci-
do un efecto anti-inflamatorio de los bloqueantes de
receptores de la ANG II en la vasculatura tanto peri-
férica (Benicky y col., 2009), como central (Hiromi-
chi y col., 2004), y en patologias inducidas por el
estrés como las ulceras gastricas (Bregonzio y col.,
2003). Este efecto anti-inflamatorio de los antagonis-
tas del receptor AT, ha sido igualmente demostrado
en la induccién de la inflamacién por LPS en tejidos
ricos en macrofagos tales como el bazo, la glandula
suprarrenal y la hip6fisis (Sanchez-Lemus, 2008,
2009a, 2009b), en 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 inflamacion sistémica tales como sin-
drome metabolico y diabetes mellitus tipo 2, encon-
trandose niveles elevados de IL-6, MCP-1 y PCR en pa-
cientes con diabetes mellitus tipo 2, con y sin compli-
caciones, 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), reportan que
la administraciéon 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 microalbumi-
nuria, indicando que las propiedades anti-inflamato-
rias del valsartan pueden ser beneficiosas en estas
patologias. De modo similar, estados de inflamacién
crénicos subyacen en patologias como la hiperten-
sion y la ateroesclerosis presenta niveles circulantes
elevados de citocinas pro-inflamatorias tales como
TNF-a, IL-6 y PCR. Estudios realizados administran-
do valsartan a este tipo de pacientes, condujo a una
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reduccion en los niveles de TNF-a e IL-6, sin cambios
en la PCR (Manabe y col., 2005).

Nakamura y col. (2011), demostraron mediante
inmunohistoquimica, que células inflamatorias y cé-
lulas similares a fibroblastos de tejido gingival huma-
no inflamado fueron positivas para el receptor AT,
en oposicion a lo encontrado en tejido gingival sano.
Igualmente al estudiar la expresion del ARNm y del
receptor AT,, asi como los niveles de la IL-6, en culti-
vos de fibroblastos gingivales humanos estimulados
con IL-1$, se reporté un incremento en el nivel de
los tres parametros estudiados, que fue abolido si-
lenciando el gen para el receptor AT, sugiriendo un
papel de la ANG II en la regulaciéon de la produccion
de IL-6 inducida por la IL-1 en los procesos infla-
matorios gingivales (Nakamura y col., 2011).

Consistente con los reportes de Santos y col.
(2009 y 2015) sobre la existencia de un sistema re-
nina-angiotensina funcional en el tejido gingival de la
rata y humanos, nuestros resultados, en los que se
demuestra que el tratamiento con el bloqueante de
los receptores AT, de la angiotensina II, el valsartan,
previene de modo significativo la pérdida de tejido
conectivo y la resorcion del hueso alveolar (Matos y
col., 2014 y 2015), asi como incrementos en los ni-
veles de la PCR, las citocinas pro-inflamatorias 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
hallazgo y sugieren que la respuesta del hospedador
en la periodontitis puede ser modificada por la admi-
nistracion de un bloqueante selectivo de los recepto-
res AT, de la angiotensina II.

Nuestros resultados se ven confirmados por re-
portes sobre los efectos del telmisartan, otro blo-
queante de los receptores AT, sobre los niveles, en
un modelo de periodontitis inducida por ligadura en
ratas, de IL-1p y TNF. El telmisartan redujo, de modo
dependiente de la dosis, la respuesta inflamatoria,
el estrés oxidativo y pérdida 6sea en dicho modelo
(Araujo y col., 2013).

Los mecanismos involucrados en la interaccion
entre el SRA y produccion de la liberacién local de ci-
tocinas pro-inflamatorias son multifactoriales. Existe
evidencia que indica que la ANG II podria regular la
activacion del sistema inmune mediante mecanis-
mos que involucran una regulacion del receptor simi-
lar a Toll 4 (TLR4). Efectivamente, se ha demostrado
que la ANG II induce la expresion de TLR4 en lineas
de células de macréfagos murinos (RAW264.7) (Jiy
col., 2009), en células mesoteliales de peritoneo en
ratas (Wu y col., 2009), cultivos de células tubulares
proximales murinas, células mesangiales en muri-
nos, y podocitos murinos (Bondeva y col., 2007).
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Igualmente, Wolf y col. (2006) demostraron en célu-
las mesangiales de ratones tratadas con ANG I, una
regulacion hacia arriba del ARNm y de la proteina del
TLR4, mediado por el receptor AT;. Del mismo modo,
la pre-incubacion de las células con ANG II, incre-
mento la activacion del NF«xB inducida por el LPS y
la expresion de citocinas.

La participacion del SRA en los procesos inflama-
torios mediados por toxinas bacterianas y su rela-
cion con los receptores similares a Toll en la perio-
dontitis se ven avalados por los hallazgos de Matos y
col. (2014) en los que se demuestra mediante inmu-
nofluorescencia, la presencia de receptores TLR4 en
la encia de la rata y cuya expresion fue incrementa-
da por el LPS. Este efecto fue completamente preve-
nido al bloquear el receptor AT, mediante el trata-
miento con valsartan. Resultados similares fueron
reportados por Benicky y col. (2009) quienes de-
muestran que el candesartan reduce los niveles y el
ARNm de los receptores TLR2 y TLR4, reduce la acti-
vacion de NF-kB dependiente p65 con la concomi-
tante reduccién de la produccién de mediadores
inflamatorios. Estos hallazgos apoyan el concepto
que el bloqueo del receptor AT, claramente limita la
respuesta inmune innata frente a la administracion
de endotoxinas.

Nuestros resultados abren nuevas aproximacio-
nes terapéuticas en el tratamiento de la enfermedad
periodontal y sugieren que los bloqueantes de los
receptores AT; de la ANG Il son candidatos firmes
para entrar dentro del grupo terapéutico, no solo
como antihipertensivos, sino como moduladores de
la inflamacion.
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