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Resumen

Diversas enfermedades sistémicas como la diabetes, el hipertiroidismo, la osteoporosis y la dislipidemia pueden influir en la enfermedad periodontal
(EP). Poco se conoce acerca de la relacién entre la hipertensién arterial (HTA) y la periodontitis. La EP es una condicién inflamatoria que destruye las
fibras de los ligamentos periodontales y el hueso alveolar. La respuesta del hospedero incluye la produccién de especies reactivas del oxigeno (EROs).
Silas EROs se producen en exceso inducen reacciones en cadena, capaces de dafiar a moléculas de importancia biolégica. Se sabe que la angiotensina
11 (ANGII) puede actuar como un agente pro-inflamatorio y pro-oxidante, pero su participacion en la EP inducida durante la hipertensién es elusiva. Por
ello, se evalué la actividad de las enzimas antioxidantes y el papel de la ANGII/RAT, enla EP experimental en ratas espontaneamente hipertensas (SHR)
y ratas Wistar Kyoto (WKY). Se emplearon ratas macho WKY y SHR con EP-inducida mediante la inyeccién de lipopolisacdrido (LPS), y se determind
el efecto del antagonista del receptor AT, sobre la presion arterial, el recuento de leucocitos y la actividad de tres enzimas antioxidantes de la mucosa
bucal: la catalasa (CAT), la superéxido dismutasa (SOD) y la glutatién peroxidasa (GPx). Los animales fueron divididos en cuatro grupos: 1: WKY+LPS sin
tratamiento; 2: SHR+LPS sin tratamiento; 3: WKY + LPS+VAL (11 dfas); 4: SHR + LPS+ VAL (11 dias). Se determind la presién arterial al comienzo y al final
del tratamiento. Los animales fueron sacrificados mediante decapitacion y se tomaron muestras de sangre para el recuento de leucocitos. La actividad de
la CAT, la SOD y la GPx fue determinada por espectrofotometria. Los maxilares inferiores fueron disecados, fijados, desmineralizados y deshidratados para
el estudio histolégico. Nuestros resultados demuestran la presencia de EP mds marcada en las ratas SHR que se manifestd por la pérdida 6sea. La EP se
acompané de un aumento en el niimero total de leucocitos y de la actividad de la CAT y SOD, lo que sugiere un incremento del estrés oxidativo. Igualmente
se observé una disminucién de la actividad de la GPx, posiblemente debido a la reduccién de la concentracién de glutation en las ratas hipertensas. Todos
estos efectos fueron revertidos por el tratamiento con VAL, indicando un papel de la ANGII/RAT, en la patogénesis de la EP asociada a la hipertension.
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Abstract

Various systemic diseases such as diabetes, hyperthyroidism, osteoporosis, and dyslipidemia can influence periodontal disease (PD). Few is known
about the relationship between arterial hypertension (AH) and periodontitis. PD is an inflammatory condition that destroys the fibers of the periodontal
ligaments and the alveolar bone. The host response includes the production of reactive oxygen species (ROS). If ROS are produced in excess, they
induce chain reactions, capable of damaging molecules of biological importance. It is known that angiotensin Il (ANGII) can act as a pro-inflammatory
and pro-oxidant agent, but little is known about its role in PD induced during hypertension. Therefore, the activity of antioxidant enzymes and the role
of ANGII / RAT, in experimental PD were evaluated in spontaneously hypertensive rats (SHR) and Wistar Kyoto rats (WKY). For this, in male WKY
and SHR rats with EP-induced by injection of lipopolysaccharide (LPS), the effect of the AT, receptor antagonist was determined, on blood pressure,
leukocyte count, and the activity of three oral mucosa antioxidants enzymes: catalase (CAT), superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GPx). The animals were divided into four groups: 1: WKY + LPS without treatment; 2: SHR + LPS without treatment; 3. WKY + LPS + VAL (11 days); 4.
SHR + LPS + VAL (11 days). Blood pressure was determined at the beginning and the end of the treatment. The animals were sacrificed by decapitation
and blood samples were taken for the leukocyte count. The activity of CAT, SOD, and GPx was determined by spectrophotometry. The lower jaws
were dissected, fixed, demineralized, and dehydrated for histological study. Our results demonstrate the presence of a more marked PD in SHR rats
manifested by bone loss. PD was accompanied by an increase in the total number of leukocytes and CAT and SOD activity, suggesting an increase
in oxidative stress. Likewise, a decrease in GPx activity was observed, possibly due to the reduction in glutathione concentration in hypertensive
rats. All these effects were reversed by VAL treatment, indicating a role for ANGII / RAT, in the pathogenesis of PD associated with hypertension.
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Introduccion

La enfermedad periodontal (EP) es un
término general utilizado para describir de
forma integral a un grupo de alteraciones
complejas de caracter inflamatorio e
infeccioso que afectan a la encia, tejido
conectivo de soporte, cemento y hueso
alveolar. Es una enfermedad destructiva,
indolora, de progresion lenta, caracterizada
por la colonizacion bacteriana de la superficie
dental adyacente a la encia, por organismos
Gram-negativos y Gram-positivos, los cuales
tienen un papel importante en el comienzo
y posterior desarrollo de la periodontitis,
al participar en la formacion de la bolsa
periodontal, destruccion del tejido conectivo
y reabsorcion del hueso alveolar a través
de un mecanismo inmunopatogénico, que
se refleja en inflamacién y destruccion de
hueso, movilidad y pérdida de dientes. Una
vez establecida la periodontitis, se forma
un infiltrado inflamatorio constituido por
diferentes tipos celulares como macréfagos
y linfocitos, que produciran distintos
subtipos de citocinas, mediadores biol6gicos
responsables de la inmunopatologia de
diversas enfermedades (Bascones Martinez
y Figuero Ruiz, 2005; Gaurilcikaite y col.,
2017).

La hipertensién arterial (HTA) es
una enfermedad crénica comun que
se manifiesta como un incremento
anormal y persistente de la presion arterial
sistémica (PA), y constituye el factor de
riesgo modificable mas importante de
morbilidad y mortalidad que se asocia con
un mayor riesgo de otras enfermedades,
fundamentalmente cardiopatia isquémicay
enfermedad cerebrovascular (Oparil y col.,
2018). La hipertension es una enfermedad
multifactorial sin un mecanismo simple que
explique por completo el aumento de la PA
(Czopeky col., 2019). En su desarrollo se ha

involucrado al estrés oxidativo, la inflamacion
y la disfuncién endotelial, que se manifiesta
por cambios de los niveles de endotelina y
Oxido nitrico. A pesar del prominente papel
que se le atribuye al sistema inmunolégico
en modelos experimentales (Guzik y col.,
2007) y en estudios clinicos (Itani y col.,
2016), los mecanismos exactos que inician
estas respuestas siguen sin estar claros
(Drummond y col., 2019).

Cada dia se acepta mas que la EP se
asocia con un mayor riesgo de desarrollar
enfermedades cardiovasculares (ECV),
como los accidentes cerebrovasculares
(ACV), enfermedad coronaria (CHD) y
posiblemente enfermedad arterial periférica
e hipertension, independientemente de
los factores de riesgo tradicionales como
el tabaquismo y la obesidad (DeStefano y
col., 1993; Demmer y Papapanou, 2000;
Hujoel y col., 2000; Beck y Offenbacher,
2001; Bahekar y col., 2007; Chen y col.,
2008; Humphrey y col., 2008; Bouchard y
col., 2010; Tsioufis y col., 2011; Tonetti y
Dyke, 2013).

La interaccion entre la carga bacteriana y
la respuesta del huésped es el mecanismo
biolégico mas plausible que vincula la
periodontitis con una serie de factores de
enfermedades crénicas sistémicas, como
la diabetes mellitus, ECV y enfermedades
neurolégicas como el Alzheimer
(Southerland, 2013; Tonetti y Dyke, 2013;
Dominy y col., 2019). Estos pacientes a
menudo presentan inflamacion sistémica y
disfuncion endotelial (Tonetti y col., 2007)
que mejora después de un tratamiento
periodontal adecuado. No obstante, la alta
prevalencia de la HTA y de su importancia,
la mayoria de los estudios que evaluian su
relacion con la EP son estudios transversales,
a menudo subanalisis de grandes cohortes
y con dgrandes variaciones de diseno y
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namero de participantes (Papapanouy col.,
2018; Konkel y col., 2019; Pietropaoliy col.,
2020).

Varios estudios parecen apoyar una
relacion entre la periodontitis severa y
la HTA; y dado que la periodontitis es
la principal causa por la que ocurre
extraccion y pérdida de dientes en adultos,
se ha sugerido la existencia de posibles
mecanismos fisiopatologicos que relacionan
la periodontitis y la HTA (Inoue y col., 2005;
Holmlund y col., 2006; Desvarieux y col.,
2010; Tsakos y col., 2010; Tsioufis y col.,
2011; Zeigler y col., 2015; Martin-Cabezas
y col., 2016; Aguilera y col., 2020). En
este sentido, se ha demostrado que la
presion sistolica (PAS) y diastolica (PAD) se
encuentran mas elevada en los pacientes con
EP que entre los individuos sin periodontitis
(Desvarieuxy col., 2010; Tsakosy col., 2010);
demostrandose asociacion positiva entre
la PAS y periodontitis severa en personas
de mediana edad (Tsakos y col., 2010),
hallandose valores de PA mas altos en
aquellos individuos que han perdido dientes
(Taguchi y col., 2004; Volzke y col., 2006).

Se ha postulado que esta relacion causal
es tanto indirecta, ya que es bien conocido
que la periodontitis y la hipertension
comparten factores de riesgo comunes
tales como la edad, el tabaquismo, el estrés
y factores socioeconémicos; como directa
a través de efectos sistémicos entre los
cuales se incluye un proceso inflamatorio
generalizado (Beck y Offenbacher, 2001; De
Nardin y col., 2001). A su vez, la hipertension
puede afectar de modo significativo la
severidad de la EP, incrementando la carga
inflamatoria del huésped, induciendo
alteraciones tales como un incremento
del estrés oxidativo y de la activacion del
sistema renina-angiotensina (SRA) (Macedo
Paizan y Vilela-Martin, 2014).

Los mecanismos por los cuales la EP
puede ejercer efectos sistémicos se deben
tanto a la invasion bacteriana de tejidos
remotos (accioén directa), como a una
accion indirecta mediante la produccion de
mediadores de inflamacion en la cavidad
oral que luego son liberados a la circulacion
(El Kholy y col., 2015). Diferentes estudios
poblacionalesy la data experimental implican
a diversos mediadores inflamatorios en
el desarrollo de la hipertension (Sesso y
col., 2003; Chrysohoou y col., 2004), y a
su vez la respuesta inflamatoria sistémica
que acompana a la EP ha sido propuesta
como la conexidén entre periodontitis,
ateroesclerosis y otras ECV (Nakajima y
col., 2009; Sanz y col., 2010). Marcadores
de inflamaciéon tales como la proteina
C reactiva (PCR) se encuentran elevados
en la periodontitis moderada a severa.
Asimismo, el incremento de los niveles de
este marcador es pronéstico de desarrollo
de hipertension, independientemente
de otros factores de riesgo (Sesso y col.,
2003; Gani y col., 2009). También se ha
reportado incrementos de otros marcadores
de inflamacion tales como la interleucina
6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral-a
(TNF-a) en la periodontitis cuando se
comparan con controles sanos (Gani y col.,
2009). Los mecanismos que subyacen en
la asociacion entre la EP y la hipertension
son hasta el momento especulativos. La
proximidad anatémica del periodonto
con el flujo sanguineo puede facilitar la
bacteriemia y la diseminacion sistémica de
productos bacterianos, reactantes de fase
aguda, complementos e inmunocomplejos
que pueden llevar a lesién vascular y
ateroesclerosis. A su vez, el proceso
ateroescleroético induce un incremento
de la resistencia al flujo sanguineo y
consecuentemente, al incremento de la PA
(Macedo Paizan y Vilela-Martin, 2014).
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El estrés oxidativo juega un papel vital en
la etiopatogénesis de todas las enfermedades
sistémicas. La periodontitis, como cualquier
enfermedad inflamatoria cronica, esta
indisolublemente ligada al desequilibrio
oxidativo-reductor (Kimura y col., 1993).
De hecho, durante el proceso inflamatorio
inducido por los patégenos periodontales la
estimulacion de los neutrofilos y macréfagos
durante el proceso de fagocitosis, conduce
a un “estallido respiratorio” resultando en
un incremento de la formacion de especies
reactivas de oxigeno (EROs) y de nitrdgeno
(ERNs); y su produccion excesiva conduce
a estrés oxidativo con un incremento en la
formacion de radicales libres, asi como una
disminucion de los niveles de antioxidantes
(Kimuray col., 1993; Toczewska y col., 2020).
Muchos estudios han demostrado que el
estrés oxidativo es directamente responsable
de la degradacion de los componentes de
la matriz extracelular del tejido periodontal,
incluyendo colageno, elastina, proteoglicanos
y glicosaminoglicanos (como el acido
hialurénico) (Kimura y col., 1993), lo que
lleva a la destruccion del tejido de soporte
del periodonto (Kna's y col., 2013; Téthova y
Celec, 2017; Wangy col., 2017). Sin embargo,
el estrés oxidativo también inicia y promueve
la respuesta inflamatoria en la periodontitis.
Bajo la influencia de EROs, se genera un
aumento en la produccion de citocinas y
factores de crecimiento como las IL-6, IL-8,
TNF-a y el factor nuclear B (NFxB) (T6thova
y Celec, 2017). De hecho, en pacientes con
EP, la actividad de NAD(P)H oxidasa aumenta,
lo que no solo incrementa la produccion de
radicales libres, pero también es una fuente
importante de citocinas pro-inflamatorias
(Giannopoulouy col., 2008). El estrés oxidativo
también conduce a la liberacion de enzimas
lisosomales responsables de la destruccion
local de tejidos. Estudios recientes indican
que, en pacientes con periodontitis con

comorbilidades, el desbalance 6xido-redox
salivales se encuentran exacerbados. En
casos de EP y enfermedad coronaria, se ha
demostrado incrementos de los niveles de
malondialdehido salival y sérico (marcador
de peroxidacion de lipidica), asi como de
la dimetilarginina asimétrica (ADMA, un
inhibidor endégeno del 6xido nitrico) en
comparacion con sujetos sanos y casos de
cardiopatia coronaria. Esto se acompano
de una disminucion de la vitamina C, un
importante antioxidante (Isola y col., 2019
a,b; 2020).

Las EROs producidas por la infiltracion
local de neutréfilos participan en la
destruccion del tejido periodontal. El
desequilibrio en la actividad oxidante /
antioxidante dentro de la cavidad oral
influye de manera adversa en el estado
oxidativo sistémico, como se refleja en el
aumento de los niveles séricos de EROs y
la reduccion de los antioxidantes (Brock y
col., 2004; DAiuto y col., 2010). El estrés
oxidativo, a su vez, esta implicado en el
desarrollo de la hipertension, ya que las
EROs pueden considerarse mediadoras de
la vasoconstriccion y la inflamacion vascular;
y la biodisponibilidad del 6xido nitrico esta
estrechamente relacionada con el estado
redox (Touyz, 2004a; Androulakis y col.,
2009). En la hipertension, tanto las pequenas
como las grandes arterias presentan una
vasorelajacion dependiente del endotelio
y una distensibilidad disminuidas, una
vasoconstriccion incrementada, mayor re-
modelaje e inflamacion (Touyz, 2004b).

Entre los muchos factores vasoactivos
involucrados en la fisiopatologia de la
hipertension, esta la angiotensina Il (ANG
II), que es considerada actualmente como
un agente pro-inflamatorio (Labandeira-
Garcia y col., 2017). Asi, la administracion
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de bloqueantes del receptor AT, de la ANG
Il ha demostrado efectos anti-inflamatorios
en procesos tales como la inflamacion
vascular subyacente a la artritis reumatoide
(Price y col., 2007), la ateroesclerosis
(Phillips y Kagiyama, 2002), en procesos
de inflamacién vascular subyacentes a
hipertension y otras patologias (Marchesi
y col., 2008). Se ha demostrado que la
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 EROs y
la activacion del NFkB (Mollnau y col., 2002;
Matos y col., 2013). Las células poseen
varios mecanismos de defensa capaces de
prevenir o contener los efectos deletéreos
de las EROs (FOrstermann, 2008); sin
embargo, cuando se excede la capacidad
del sistema de defensa antioxidante
[superéxido dismutasa (SOD), catalasa,
glutation peroxidasa (GPx), heme oxigenasa
(HO), paraoxonasa (PON)], se desemboca
en estrés oxidativo. Por lo tanto, las
manipulaciones farmacologicas dirigidas
a la prevencion del estrés oxidativo son de
gran interés terapéutico. Estas incluyen a
los inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina (IECA) y a los bloqueantes
del receptor AT, de la ANG II (Liy col., 2011).

La evidencia indica la presencia de los
componentes de un SRA local en la enciade la
rata, capaz de generar ANQG Il /n vitro, siendo
este sistema completamente funcional
tanto en ratas como en humanos (Santos
y col., 2009, 2015). Asi, Matos y col. (2013,
2014), demostraron que el bloqueo de los
receptores AT, previene la progresion de la
EP en etapas tempranas de la patologia ya
que previene significativamente la pérdida
de hueso, revierte el aumento en el conteo
de leucocitos y de la actividad enzimatica
de la CAT, la SOD, la GPx y la NOS inducido

por lipopolisacarido (LPS). Igualmente,
el valsartan fue capaz de prevenir el
incremento inducido por el LPS de los
niveles salivales de la PCR, de citocinas pro-
inflamatorias como las IL-1a, IL-1p, IL-6,
IL-17, el TNF-a; las quimiocinas RANTES
y MIP-3q, y de prevenir la reduccion de la
citocina anti-inflamatoria IL-4 (Matosy col.,
2014, 2016, 2019). Todos estos hallazgos
permiten establecer la existencia de una
relacion entre los marcadores de estrés
oxidativo y de marcadores inflamatorios y
la EP; y sugiere un papel de la ANGII/RAT,
en la patogénesis de la EP inducida con LPS
en ratas (Matos y col., 2014; Santos y col.,
2015; Dionisio y col., 2019).

Dada la gran prevalencia tanto de la
EP como de la hipertensiéon, la morbi-
mortalidad asociada a ambas, y tomando
en cuenta la alta incidencia de una
asociacion entre ambas patologias; se
acrecienta la necesidad de investigar sobre
el reconocimiento del periodonto como un
foco de infeccion con efectos sistémicos
potenciales y de amplio alcance. Por ello,
empleando modelos experimentales de
hipertension arterial y a fin de examinar la
asociacion entre hipertension y la EP, en
el presente trabajo se evalu6 la influencia
de la HTA sobre cambios morfolégicos e
inflamatorios en el periodonto en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR)
comparandolas con su control Wistar
Kyoto (WKY) a las que se le indujo EP
experimentalmente con LPS. Asimismo,
se evaluaron las posibles alteraciones de
la actividad de las enzimas antioxidantes y
el papel de la ANGII/RAT, en la EP en ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) y ratas
Wistar Kyoto (WKY) (Control). Para ello se
determiné el efecto del antagonista del
receptor AT, el valsartan (VAL), sobre la
HTA, el recuento de leucocitos, la actividad
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de tres enzimas antioxidantes, CAT, SOD y
GPx.

Materiales y métodos

Se utilizaron ratas macho de 16 semanas
de las cepas espontaneamente hipertensas
(SHR) y Wistar Kyoto (WKY), de 280-300 g
de peso corporal, provenientes del Bioterio
del Instituto Venezolano de Investigaciones
Cientificas (IVIC), mantenidas bajo libre
acceso al agua y comida (Ratarina®) hasta
el momento del experimento. Los cuales
fueron realizados bajo la supervision de
la Comision de Bioterio de la Facultad de
Farmacia de la UCV y de acuerdo con el
Codigo de bioética y bioseguridad sobre el
manejo de animales de experimentacion
del Ministerio de Ciencias y Tecnologia de
la Republica Bolivariana de Venezuela.

INDUCCION DE LA PERIODONTITIS

La periodontitis se indujo mediante
inyecciones repetidas de la endotoxina en
el tejido gingival, de acuerdo con el método
de Ramamurthy y col. (1985). La inflamacion
periodontal fue inducida 24 horas antes del
inicio del tratamiento con el antagonista
de los receptores AT, (valsartan) (VAL). Las
ratas fueron anestesiadas con ketamina al
10% (60 mg/Kg) e inyectadas directamente
en la encia vestibular entre el primer y
segundo molar con 10 uL (1 mg/mL) de
lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli
(E. coli), purificado cromatograficamente
(Sigma, St. Louis, MO), cada dos dias, para
un total de 5 inyecciones en un periodo de 11
dias de tratamiento. EL VAL fue administrado
por via oral (10mg/Kg) mediante el uso de
una sonda intragastrica. Las ratas fueron
distribuidas en cuatro grupos: 1. WKY+LPS
tratadas con vehiculo; 2. SHR+LPS tratadas
con vehiculo; 3. WKY+LPS+VAL (11 dias); 4.
SHR+LPS+VAL (11 dias).

DETERMINACION DE LA PRESION ARTERIAL

Se midio la PA al comienzo y al final del
tratamiento. El registro de los parametros
cardiovasculares, PA y frecuencia cardiaca
se realiz6 en las ratas conscientes por un
método no invasivo mediante el uso de
un plestismografo digital de cola (Digital
Pressure Meter LE 5002 LETICA®, Panlab,
S.L. Barcelona-Espana), registrandose la
PAS, PAD y la presion arterial media (PAM).
La semana previa al experimento, se
determiné diariamente la PA y frecuencia
cardiaca, para minimizar el estrés asociado
al manejo y al movimiento de la cola
(periodo de adaptacion a la toma de la PA
y de la frecuencia cardiaca).

RECUENTO DE LEUCOCITOS

Al final de los 11 dias, se sacrificaron
los animales por decapitacion se tomaron
muestras de sangre periférica (2 mL
aproximadamente) y se colocaron en tubos
estériles para extraccion de sangre al vacio,
con EDTA-K, (1,2 a 2,0 mg/mL de sangre).
Posteriormente se colocaron en un tubo
Eppendorf, 20 uL de sangre y 380 uL de
reactivo de Turk para un volumen total
de 400 uL, se mezcldé cuidadosamente,
se dejaron en reposo, y se procedio a
llenar la camara de Neubauer, llevandola
al microscopio con un objetivo de 10X y
realizandose el contaje de los 5 cuadrados
de 1 mm de lado cada uno. El nimero de
leucocitos fue calculado tomando la suma
de las células contadas multiplicado por 40
y el recuento de leucocitos fue expresado
como células/mm?>.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUCOSA
BUCAL

Después de que las ratas fueron
sacrificadas por decapitacion, se aislo la
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encia del maxilar inferior. La mucosa bucal
fue colocada en una solucion amortiguadora
fria de fosfatos (NaCl al 0,9% en buffer de
fosfatos 0,01 M; pH 7,0). Para la medicion
de las enzimas antioxidantes los trozos de
mucosa fueron colocados en 2 volimenes
de una solucién fria (PBS 0,01 M, EDTA
1mM, aprotinina al 0,05% y ortovanadato
de sodio (Na,vO, 100 mM), sonicados
y centrifugados por 10 min a 10.000
rpm. El sobrenadante fue recolectado y
almacenado a -20°C hasta el procesamiento
de la muestra.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS
ENZIMAS ANTIOXIDANTES

Determinacion de la actividad de la
SOD total

La actividad de la SOD se determino
por la capacidad de esta enzima de inhibir
la reduccion del azul de nitrotetrazolium
(NBT) por los O, generados por el sistema
de la xantina-xantina oxidasa (Oberley y
Spitz, 1984). Se prepar6é una mezcla de
reaccion con la siguiente composicion:
xantina 0,122 mM, EDTA 0,122 mM, NBT
30,6 uM, albumina 0,006% y bicarbonato
de sodio 4 mM. Se anadi6 33 uL del tejido
de interés homogenizado y diluido 1:10
en amortiguador de fosfatos 50 nM (pH 7),
al cual se le anadi6 166 uL de la mezcla
de incubacién (xantina 0,03 mM, EDTA
0,6 mM, NBT 150mM, albimina 0,1% y
NaHCO, 400 mM), manteniéndose a 27°C.
La reaccion se inicié con la adicion de 10
wL de la enzima xantina oxidasa. Se prepar6
un blanco para cada muestra con los
mismos reactivos, pero sin xantina oxidasa;
asimismo, se prepard un tubo de 100% de
reduccion, el cual contenia xantina oxidasa
sin muestra. Los tubos se incubaron por 30
minutos, sequidamente se adicion6 1 mL
de cloruro de cobre (II) 0,8 mM y se midi6

la absorbancia a 560 nm. Los resultados
se expresaron como U/mg de proteina. Una
unidad de SOD se define como la cantidad
de SOD necesaria para inhibir en un 50%
la reduccion del NBT.

Determinacion de la actividad de la
catalasa

La actividad de la CAT fue determinada
empleando una modificacién del método de
Aebi (1982), la cual cuantifica la disminucion
de la absorbancia del H,0, debido a su
degradacion por la CAT presente en la
muestra. Para ello, se anadi6é 25 ulL de
homogenizado del tejido gingival a 725 uL
de la mezcla de incubacion conteniendo 10
mM H,O, en un buffer fosfato 10 mM a pH
7, monitoreando el cambio de absorbancia
a240nmalos 0, 60, 120 y 180 segundos,
utilizando la constante de reaccion de
primer orden (K) como la unidad de
actividad de la CAT, la cual queda definida
de acuerdo a la siguiente formula: k = (1/t)
(2,3 xlog A, / A)), donde t es el intervalo
de tiempo medido (seg), A, y A, son las
absorbancias del H,0, en los tiempos t, y
t,. Los resultados se expresan como k/mg
de proteina.

Determinacion de la actividad de la
glutation peroxidasa

La actividad de la GPx fue determinada
de forma indirecta de acuerdo al método
descrito por Flohé (1984), mediante una
reaccion acoplada con la glutation reductasa.
El glutation reducido es empleado por la
GPx para reducir el peroxido de hidrégeno,
el cual es regenerado por la glutation
reductasa a partir de glutation oxidado
y NAD(P)H, y se basa en la disminucion
de la absorbancia a 340 nm debido a la
desaparicion de NAD(P)H. Los resultados
se expresan promediando los cambios de
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absorbancia por minuto, multiplicando este
promedio por 0,16 (este factor se obtiene
tomando en cuenta que el coeficiente de
absorcion milimolar del NAD(P)H a 340 nm
es de 6,22 L mmol -1 cm-1) y dividiendo
el resultado entre los mg de proteina
adicionados en el ensayo. Asi se obtiene
la actividad especifica expresada y los
resultados se expresaron como U/mg de
proteina.

Determinacion de las proteinas
tisulares

Las proteinas tisulares totales fueron
determinadas por el método de Lowry y
col. (1951), utilizando albumina sérica de
bovino como patrén.

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 programa
GraphPad Prism version 4.1. Las diferencias
entre los grupos se determinaron mediante
el andlisis de varianza de una via (ANOVA)
y el analisis post hoc de Bonferroni.
Valores de p<0,05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

Resultados
RESORCION OSEA

En la Figura 1 se observa el registro
fotografico de la pérdida 6sea en el
maxilar de las ratas WKY y SHR tratadas
con LPS, donde se muestra el aspecto
macroscopico de los maxilares de ambos
grupos. Las flechas representan el area
donde se produjo la pérdida 6sea con las
inyecciones inter diarias de LPS, la cual fue

WKY

SHR

Figura 1. Registros fotogréficos de la pérdida dsea
en el maxilar de las ratas. Aspectos macroscépicos de
un maxilar de ratas WKY y SHR. Las flechas representan
el drea de pérdida 6sea (Matos y col., 2015)

mas marcada en el grupo de ratas SHR al
compararlas con las ratas WKY tratadas
con LPS.

RECUENTO DE LEUCOCITOS

Como se observa en la Figura 2, aun
cuando las ratas no mostraron signos
aparentes de enfermedad sistémica a
lo largo de los 11 dias de tratamiento,
las inyecciones con LPS produjeron
leucocitosis, la cual fue mucho mas
pronunciada y significativa en el grupo de
ratas SHR (+113%, p<0,001). El bloqueo del
receptor AT, con valsartan redujo parcial
y significativamente el incremento del
nuamero de leucocitos contados en sangre
periférica inducido por LPS en las ratas
SHR.

PRESION ARTERIAL MEDIA

En las ratas SHR tratadas con LPS se
observan valores de PAM significativamente
mayores (p<0,05) que, en su contrapartida,
las ratas WKY. El bloqueo del receptor
AT1 con valsartan revertié los valores
incrementados de la PAM en las ratas SHR
tratadas con LPS (Figura 3).
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Figura 2. Contaje de leucocitos en los grupos
sometidos a 11 dfas de tratamiento. Cada barra
representa lamedia + E.E.M. N=6-10.**p<0,001,
**p< 0,01, respecto al grupo WKY

Actividad de las enzimas antioxidantes
de la mucosa bucal en ratas WKY y SHR
con EP inducida por inyecciones locales
de LPS

Como se observa en la Figura 4, la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT'y
SOD mostré un incremento significativoy mas
pronunciado y en el grupo de las ratas SHR
con EP inducida con el tratamiento con LPS
comparada con el grupo de ratas WKY con
EP (CAT: 190% y SOD: 51%). El tratamiento
con el antagonista del receptor AT, (VAL) fue
capaz de revertir dicho incremento.

Con relacién a la actividad de la
GPx, se observa que en las ratas SHR
con EP, la actividad de la misma estuvo
significativamente reducida al compararla
con las WKY (-65%). El tratamiento con el
VAL revirtié parcialmente la reduccion de la
actividad enzimatica (Figura 4).

Discusion

En el presente estudio se evaluo la posible
asociacion entre la EP y la hipertension y sus
efectos sobre el estado redox, reflejado en
la actividad de las enzimas antioxidantes de
la mucosa bucal. Los hallazgos indicaron
que, en las ratas SHR con EP inducida
experimentalmente se observa un incremento
exacerbado en el conteo de leucocitos, un
aumento significativamente mayor en el area
de pérdida 6sea maxilar en comparacion
con ratas normotensas con EPy alteraciones
del estado oxidativo asociado a la actividad
de las enzimas antioxidantes de la mucosa
bucal.

La presencia de infiltrado inflamatorio
es una caracteristica constante en la EP,
donde estas células ejercen un papel en
la contencion de las bacterias gingivales y
sus productos, que debe balancearse con la
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Figura 3. Determinacion de la presion arterial
media en los grupos sometidos a 11 dias de
tratamiento. Cada barra representa la media
+EEM. N=2-5.*p<0,01 comparado con WKY
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Figura 4. Actividad de la CAT, SOD y GPx de la encia de las ratas sometidas a 11 dias de tratamiento. Cada barra
representa la media + E.E.M. N= 6-10. **p<0,001, *p<0,01, *p<0,05, respecto a su propio control del grupo WKY

destruccion histica debida a la liberacion de
radicales libres y proteasas. De esta forma,
un mecanismo defensivo se convierte
en lesivo para los tejidos periodontales,
y por lo tanto estan involucrados en la
etiopatogenia de la EP (Garcia-Triana y
col., 1998). Los leucocitos migran a través
de las estructuras de unioén del epitelio
hacia el surco gingival y luego migran al
torrente circulatorio sistémico, tal y como
lo demuestra Matos y col. (2015) en un
modelo de periodontitis en rata en el que
el tratamiento durante 7 dias con LPS
produjo un aumento de la leucocitosis con
neutrofilia evidente, lo que sugiere una
repercusion sistémica de la periodontitis
debido a las bacterias Gram-negativas
viables en la biopelicula, a los LPS y
citocinas proinflamatorias que pueden
ingresar al torrente sanguineo e influir en
la salud general y en la susceptibilidad a
ciertas enfermedades.

Numerosos informes basados en
estudios epidemioldgicos, indican que
las infecciones buco-dentales estan
asociadas y pueden desempenar un
papel coadyuvante en el desarrollo de
enfermedades sistémicas, reportandose
una relacion estadisticamente significativa
entre la EP y un riesgo aumentado de
padecer aterosclerosis y ECV (Bullony 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 EP que confirma la presuncion
que la EP causa inflamacion sistémica de
bajo grado inducida por la respuesta del
hospedero a las bacterias periodontales
(Zilinskas y col., 2011).

Ahora bien, los efectos sobre los
leucocitos parecen estar exacerbados
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durante la hipertension, tal y como apuntan
nuestros resultados presentes donde el
incremento representa un 113% sobre el
basal en comparacion con el incremento
reportado por Matos y col. (2013) en ratas
Sprague-Dawley de apenas un 63 % de
incremento en la leucocitosis. Igualmente,
Bonato y col. (2012) demostraron que
las ratas SHR con periodontitis presentan
un marcado aumento de la infiltracion
de neutroéfilos en comparacion con ratas
WKY. Ain mas, se ha demostrado que los
niveles de las enzimas de los neutrofilos
como la metaloproteinasa de matriz-8 y 9,
la mieloperoxidasa (MPO) y el elastbmero
de neutrofilos (NE) en la circulaciéon
aumentaron en pacientes con hipertension
y periodontitis cronica (Tirkoglu y col.,
2014). Estos hallazgos indican una relacion
bidireccional entre la EP y la hipertension,
lo que demuestra que la enfermedad
sistémica puede influir en la patogenia
de la EFP, y la misma también puede traer
consecuencias sistémicas (Prieto y col.,
2017; Conti y col., 2020).

Con relacién a la resorcion Osea,
nuestros hallazgos coinciden con diversos
estudios que demuestran que las ratas
con periodontitis tuvieron resorcion del
hueso alveolar, siendo que las SHR con
periodontitis mostraron una pérdida 6sea
mas marcada, en comparacion con ratas
WKY con EP. Las ratas SHR sufren una
inflamacion periodontal mas severa, cuando
son comparadas con su control WKY, con
mayor pérdida de hueso alveolar (Bonato
y col., 2012), lo que indica que en las
ratas SHR, la condicion hipertensiva per se
parece favorecer los procesos inflamatorios
que se potencian cuando se combinan
con la periodontitis, comparado con ratas
normotensas WKY. Samanovic y col. (2021)
apoyan estos hallazgos ya que demuestran

que el area radiografica de la periodontitis
apical fue significativamente mayor en el
grupo de ratas SHR + periodontitis apical
que en el grupo periodontitis apical s6lo o
control.

El aumento de la PAy la EP, a pesar de
ser diferentes en etiologia y patogenia,
tienen algunas similitudes, como una
microbiota comun (Bacterias anaerdbicas
Gram-negativas) acompanadas por niveles
elevados de citocinas sistémicas, que
pueden conducir a los efectos vasculares
deletéreos posteriores (Cotti y col., 2011).
Sobre la base de este conocimiento,
estudios clinicos confirmaron que la EP
afecta el aumento del nivel de PAS, PAD
y masa ventricular izquierda en sujetos
con hipertensién, lo que coincide con
los resultados del estudio de Angeli y
col. (2003), quienes demostraron una
asociacion directa entre la severidad de la
periodontitis y la masa ventricular izquierda,
esta ultima como predictor independiente
de ECV. Por su parte, Lockhart y col.
(2012) encontraron un vinculo entre la EP
y la enfermedad vascular aterosclerdtica,
pero sin una relacion causal. Ademas, no
pudieron demostrar que las intervenciones
terapéuticas periodontales pudieran
modificar el curso clinico de la enfermedad
aterosclerdtica, la enfermedad vascular o
prevenir enfermedades del corazon.

El mecanismo biolégico que podria
ser importante en la asociacion entre las
EP y las sistémicas como la hipertension,
es sin lugar a duda el estrés oxidativo. La
actividad del sistema antioxidante presente
en la saliva o en la mucosa bucal, como
la CAT, GPx y SOD, han resultado en
biomarcadores efectivos para evaluar la
severidad de la EP y la efectividad de los
tratamientos (Matos y col., 2013; Lee y
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col., 2019; Toczewska y Konopka, 2019).
Por ello, en el presente estudio evaluamos
si la EP esta mediada por un cambio en
la capacidad antioxidante en condiciones
hipertensivas. Asi, nuestros resultados
muestran un incremento significativo de la
actividad de las enzimas antioxidantes CAT
y SOD de la mucosa bucal en el grupo de
las ratas hipertensas con EP inducida con
el tratamiento con LPS comparada con el
grupo de ratas WKY con EF, mostrandose
una actividad enzimatica de CAT exacerbada
de un aumento de 190%, mientras que en
ratas Sprague-Dawley con EP experimental
el incremento de la actividad de la catalasa
fue de apenas un 54 % (Matosy col., 2013).

La literatura muestra resultados
diversos cuando se mide la actividad
antioxidante del sistema de defensa
enzimatico, dependiendo del tejido o
fluido donde se midan. Algunos estudios
sugieren una disminucion de las actividades
antioxidantes de la SOD y CAT asociadas
con la periodontitis (Trivediy col., 2015). En
estudios realizados en animales, Sobaniec
y Sobaniec-Lotowska (2000) mostraron, en
el suero de ratas sometidas a un modelo
de ligadura para inducir la periodontitis,
una reduccion de la actividad de la SOD,
CAT y GPx, asi como un incremento del
malondialdehido (MDA). A su vez, Petelin
y col. (2000), estudiaron el efecto de la
aplicacion subgingival de liposomas de
SOD en perros beagles a los cuales se habia
inducido la periodontitis, encontrando una
mejoria en los procesos de inflamacion
e incremento del hueso alveolar, no
asi con la CAT. Estos niveles bajos de
SOD y CAT observados en pacientes con
periodontitis cronica, podria ser el resultado
del agotamiento antioxidante debido a la
generacion constante de radicales libres y
la destruccion de antioxidante protectores.

Contrariamente a lo reportado, nuestros
resultados de un incremento en la actividad
de la SOD y la CAT en la mucosa bucal
de las ratas SHR sometidas a inyecciones
de LPS, cuando son comparados con su
control WKY con EF, puede deberse a un
efecto inmediato local y no sistémico,
que requiere una accion inmediata del
sistema antioxidante, de ahi el incremento
compensatorio en la actividad de estas
enzimas. Asimismo, puede reflejar una
mayor sensibilidad del sistema antioxidante
en ratas SHR, con un nivel de radicales
libres exacerbado por la hipertension con
una sobreexpresion de estas enzimas. En
apoyo a nuestros resultados se encuentran
los de Panjamurthy y col. (2005) quienes
reportan un incremento en el estado
oxidativo total y en los valores de SOD en
suero, saliva y fluido gingival crevicular
(FGC) de pacientes con periodontitis cronica
y niveles incrementados de MDA s6lo en el
FGC, que retornaron a niveles basales con
terapia.

Estos resultados sugieren que la
hipertension asociada a la EP se acompana
con una situacion de estrés oxidativo,
con adaptaciones de mecanismos
antioxidantes, con el fin de contrarrestar
los efectos negativos de la oxidacion.
Probablemente, el sistema antioxidante
celular defensivo posee capacidad de
adaptacion al efecto del estrés oxidativo que
acompana a la hipertensiéon. Asi pues, en
esta patologia observamos un aumento de
estrés oxidativo, que no puede ser atribuido
a un defecto del sistema antioxidante.
Puede especularse que cuando el estrés
oxidativo es mayor, la célula genera una
mayor actividad antioxidante (Labios y col.,
2011).

Entre los principales mecanismos que
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poseen las células para prevenir o reparar
los efectos deletéreos del estrés oxidativo,
esta el glutation (Giustarini y col., 2017;
Yang y col., 2020;). La forma reducida
del glutation (GSH) es un péptido de
tres aminoacidos que experimenta ciclos
de oxidacion y reduccion en el grupo
sulfidrilo de la cisteina terminal. Durante la
oxidacion, dos moléculas de GSH donan sus
electrones para reducir el producto blanco
y se forma una unién sulfidrilo entre ellos,
generando el glutation oxidado (GSSG). El
estrés oxidativo puede disminuir tanto el
glutation total como es GSH. Efectivamente,
Tsai y col. (2015) encontraron que la
concentracion de glutation salival estaba
reducida en pacientes con periodontitis
cronica comparados con sujetos sanos,
sugiriendo que este antioxidante se
consume durante la produccion de las
EROs que llevo a su deficiencia. En apoyo
a esto, nuestros hallazgos muestran que la
actividad del GPx sufri6 una disminucion
de la actividad de la enzima en el grupo
de ratas SHR a las que se les indujo la EP
con relacion al grupo de ratas WKY con
EF, posiblemente debido a la reduccion de
la concentracion de glutation en las ratas
hipertensas.

Existe evidencia que indica que la ANG
Il desempena un papel decisivo en la
induccion de la produccién de EROs en
diferentes tejidos durante la EP asociada a la
HTA, ambas frecuentemente asociadas con
aumento de los niveles de ANGII (Romero y
Reckelhoff, 1999). Efectivamente, nuestros
hallazgos apoyan el papel de la ANG Il y su
receptor AT, en las alteraciones producidas
en las ratas hipertensas con EF, ya que el
pre-tratamiento con valsartan, ademas de
reducir la PA en las ratas SHR, fue capaz
de revertir el incremento exacerbado de la

leucocitosis, de la mayor pérdida 6seay de
la alteracion en la actividad de las enzimas
antioxidantes.

La participacion del receptor AT, y la
NAD(P)H oxidasa en la accién de la ANG II
en la produccion de EROs durante la EP
fue demostrada por Matos y col. (2013),
quienes mostraron que la apocinina, un
inhibidor del ensamblaje de la NAD(P)H
oxidasa, fue capaz de revertir el incremento
de la actividad de la SOD y CAT inducidos
por la inyeccion de LPS. Del mismo modo, el
tempol, un atrapador del anién superéxido
que mimetiza la accion de la SOD, fue capaz
de prevenir el efecto de la administracion
del LPS sobre las enzimas antioxidantes.
Estos resultados sugieren que durante la
periodontitis experimental inducida con
inyecciones de LPS ocurre la activacion
secuencial que implica a la ANG I, el
receptor AT,, la NAD(P)H oxidasa y el anion
superoxido. Efectivamente, los hallazgos de
Matosy col. (2013), nos permiten inferir que
en la EP inducida con inyecciones con LPS
en ratas hipertensas, las EROs participan en
la senalizacion intracelular de la ANG II, via
el receptor AT, y su acople a la estimulacion
de la NAD(P)H oxidasa.

Santos y col. (2015) demostraron la
expresion de los componentes del SRA en
el tejido gingival de la rata, el cual es capaz
de generar los péptidos de angiotensina,
indicando la presencia de un SRA funcional.
Efectivamente, estos autores encontraron
expresion de renina, enzima convertidora
de angiotensina, receptores AT, y AT,, en
diferentes regiones del microambiente
oral; por ejemplo, en la porcion apical de la
raiz, la papila interdental, y el epitelio oral,
lo que sugiere la distribucion pleiotropica
de los componentes SRA en el tejido
periodontal. En particular, demostraron
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que el inhibidor de la renina, aliskiren
y el inhibidor de receptor AT,, losartan,
fueron capaces de prevenir la pérdida
Osea en ratas después de la induccion de
periodontitis experimental. Del mismo
modo, Suda y col. (2013), utilizando un
modelo de ratén, encontraron que el
bloqueante del receptor AT, telmisartan,
previno la pérdida de hueso alveolar en
ratones heterocigotos para sindrome de
Marfan infectados con P. gingivalis en
comparacion con los ratones de control.
Ademas, Araujoy col. (2013), en un modelo
de periodontitis inducida por ligadura en
rata demostraron que el telmisartan fue
capaz de atenuar la formacion de EROs,
intimamente asociadas a la activacion de
genes proinflamatorios, la inflamacion, y
a la expresion de metaloproteinasas de la
matriz y la pérdida 6sea. Toda esta evidencia
esta en linea con nuestros resultados
presentes, en los que se demuestra que el
valsartan fue capaz de revertir la resorcion
Osea gingival en ratas SHR con EP, y apoya
el papel del receptor AT, en la progresion
de la EP durante la hipertension.

El SRA participa en la regulacion de la
PA y la homeostasis del volumen y en la
fisiopatologia de la hipertension y otras
afecciones como la EP (Yim and Too,
2008; Santos y col., 2015). Efectivamente,
el aumento de la actividad del SRA es un
determinante importante para numerosas
afecciones patoldgicas porque la ANG II
aumenta la liberacion de aldosterona, la PAy
el estrés oxidativo y contribuye al desarrollo
de dano en los 6rganos terminales a través
de efectos directos sobre el tejido cardiaco,
vascular y renal (Yim and Too, 2008). En
vista del importante papel del SRA en la
hipertension y la EP, es légico pensar que su
inhibicion deberia corregir el incremento de
la PAy la progresion de la EP. En apoyo a esta

aseveracion, nuestros hallazgos demuestran
que el tratamiento con el bloqueante de los
receptores AT, el valsartan, previene de
modo significativo la progresion de la EP
exacerbada en la rata hipertensa en etapas
tempranas de la patologia, ya que fue capaz
de revertir el aumento la PAy la alteracion de
la actividad enzimatica de la SOD, la CAT y la
GPx en tejido gingival de rata, lo que indica
una relacion entre los marcadores de estrés
oxidativo y la hipertension asociada a EP. El
hecho que estos efectos hayan sido revertidos
por el tratamiento con VAL, sugiriere un
papel de la ANGII/RAT, en la patogénesis de
la EP inducida con LPS en la hipertension.
Similarmente, Labios y col. (2011) senalan
que el tratamiento durante dos meses con
el telmisartan, otro bloqueante del receptor
AT, de la ANG II, indujo en pacientes, una
reduccion de las cifras tensionales junto al
estrés oxidativo medido en los leucocitos,
observando en paralelo, una disminucion
del sistema de antioxidante. Dicho descenso
pareceria indicar que la célula no necesita
tanta actividad antioxidante cuando la
hipertension se normaliza. Adicionalmente,
Li y col. (2019) demostraron que la HTA
empeora la resorcion 6sea y la destruccion
del ligamento periodontal en la periodontitis
y estos efectos fueron revertidos mediante el
tratamiento con losartan.

Nuestros estudios muestran un papel
central de la ANG I como mediador del
estrés oxidativo en la patogénesis de la
periodontitis exacerbada por hipertension, lo
que indica que la ANG II puede ser un blanco
terapéutico en pacientes con hipertension y
comorbilidad de periodontitis.

Conclusiones

Nuestros resultados demuestran la
presencia de EP en las ratas SHR con
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EP inducida experimentalmente se
manifiesta por la pérdida 6sea marcada.
En las ratas hipertensas con EP inducida
experimentalmente, la EP se acompano
de un aumento mas pronunciado en
el numero total de leucocitos y de la
actividad de la CAT y SOD comparada con
las ratas normotensas con EP inducida
experimentalmente, lo que se asocia a la
presencia de estrés oxidativo exacerbado.
Igualmente, se observo una disminucion
de la actividad de la GPx, posiblemente
debido a la reduccion de la concentracion
de glutation en las ratas hipertensas. Todos
estos efectos fueron revertidos por el
tratamiento con VAL, sugiriéndose un papel
de la ANGII/RAT, en la patogénesis de la EP
asociada a la hipertension. Estos hallazgos
abren nuevas posibilidades terapéuticas en
el tratamiento de la EP y su comorbilidad
la hipertension.
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