Generacion de especies reactivas de oxigeno
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Papel del receptor AT1 y la NAD(P)H oxidasa
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Resumen

La enfermedad periodontal es una condicién inflamatoria progresiva que afecta los tejidos que soportan y rodean a
los dientes. Las endotoxinas bacterianas como los lipopolisacaridos, inducen una cascada inflamatoria mediante la
produccion de especies reactivas del oxigeno.

Se sabe que el sistema renina angiotensina esta involucrado en la inflamacion. Su efector, la angiotensina II (ANG II)
ejerce acciones pro-inflamatorias mediante la activacién de los receptores AT, y la NAD(P)H oxidasa con la conse-
cuente generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO).

En un modelo de enfermedad periodontal inducida por la inyeccion de lipopolisacaridos (LPS) en la encia de la rata,
en el que se ha demostrado un incremento del estrés oxidativo y de la actividad de tres enzimas antioxidantes (supe-
roxido dismutasa, catalasa y glutation peroxidasa), se evalu6 el efecto del bloqueo selectivo del receptor AT, con
valsartan, la inhibicién de la la NAD(P)H oxidasa con apocinina o el uso de un compuesto que mimetiza la accion de
la superéxido dismutasa como el tempol, sobre el incremento de la produccién de sustancias que reaccionan con el
acido tiobarbiturico (TBARS) y sobre el incremento de tres enzimas antioxidantes.

Nuestros resultados demuestran que en la periodontitis experimental, el bloqueo del receptor AT, previene la pro-
duccion de TBARS asi como el incremento de la actividad de las tres enzimas antioxidantes. De igual forma los
hallazgos demuestran que la inhibicién del ensamblaje de la NAD(P)H oxidasa con apocinina o la reduccion de la
produccion de ERO con tempol, previnieron el incremento de la actividad de la tres enzimas antioxidantes induci-
das por el LPS.

Los datos permiten concluir que el proceso inflamatorio que subyace en la enfermedad periodontal experimental se
asocia a la via que implica la estimulacién del receptor AT, y la enzima NAD(P)H oxidasa y la consecuente produc-

cion de ERO. Ademas los mismos ofrecen una nueva alternativa terapéutica en el tratamiento de la enfermedad
periodontal.
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Abstract

Periodontal disease is a progressive inflammatory condition that affects the surrounding tissues that support the
teeth. Bacterial endotoxins such as lipopolysaccharides induce an inflammatory cascade by producing reactive oxy-
den species.

It is known that the renin-angiotensin system is involved in inflammation. Its effector, angiotensin Il (ANG II) exerts
pro-inflammatory actions by activating the AT, receptor and NAD(P)H oxidase and the consequent generation of reac-
tive oxygen species (ROS).

In periodontal disease model induced by injection of lipopolysaccharide (LPS) in rat gingiva, it was shown an increase
in oxidative stress and activity of three antioxidant enzymes (superoxide dismutase, catalase and glutathione pero-
xidase), we evaluated the effect on the increased the production of substances which react with thiobarbituric acid
(TBARS) and on the increase of the activity of three antioxidant enzymes of the selective blockade of AT, receptor with
valsartan, the inhibition of the NAD(P)H oxidase with apocynin or the use of a compound that mimics the action of
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superoxide dismutase as tempol. Our results show that in experimental periodontitis, AT, receptor blockade pre-
vents TBARS production and blunts the increased activity of the three antioxidants enzymes. Likewise, the findings
demonstrate that inhibition of the assembly of NAD(P)H oxidase with apocynin or reduction of ROS production with
tempol, prevented the increase of the activity of the three antioxidant enzymes induced by LPS.

The data support the concept that the underlying inflammatory process in experimental periodontal disease is asso-
ciated with the pathway involving stimulation of AT, receptor and NAD(P)H oxidase and the consequent ROS produc-
tion. Furthermore they offer a new therapeutic option in the treatment of periodontal disease.

Keywords: Apocynin, tempol, NAD(P)H oxidase, experimental periodontitis.

Introduccién

La periodontitis (peri = alrededor, odont = diente,
itis = inflamacion), es una patologia de naturaleza in-
fecciosa, cronica, inflamatoria y destructiva, desenca-
denada por la presencia de bacterias especificas y
sus productos. La Enfermedad Periodontal (EP) es ini-
ciada por la biopelicula subgingival, sin embargo la
respuesta del hospedero es esencial en la progresion
de la enfermedad, ésta incluye: liberacion y acti-
vacion de proteasas, liberacion de citoquinas, deriva-
dos del acido araquidénico y la produccion de espe-
cies reactivas del oxigeno (ERO), entre otros. Actual-
mente se consideran a las ERO como segundos men-
sajeros intracelulares capaces de promover multiples
respuestas celulares como la inflamacioén, el creci-
miento y la diferenciacion (Chapple y col., 2007).

Existe evidencia acerca del posible papel de las
ERO en el dano periodontal. Las vias ~dependientes
de oxigeno- de la funcion fagocitica, dan lugar a la
produccion de radicales libres. Estas particulas reac-
tivas actuan sobre estructuras macromoleculares
denerando alteraciones y dano tisular por diferentes
mecanismos tales como peroxidacion lipidica (tanto
de los fosfolipidos de las membranas celulares co-
mo de las lipoproteinas plasmaticas) y la degenera-
cion del ADN, oxidacion de enzimas, estimulacion
de la liberacion de citoquinas proinflamatorias por
monocitos y macrofagos y dano a proteinas (Halli-
well y Gutteridge, 1990).

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN), los ma-
crofagos y en menor extension los eosindfilos, linfo-
citos y fibroblastos, son ejemplos de células que pro-
ducen anién superéxido como agente antimicrobia-
no via la accién de la NAD(P)H oxidasa. El singlete de
oxigeno es capaz de atacar blancos biolbgicos de
importancia periodontal asi como de dismutar espon-
taneamente en solucién acuosa y formar el H,O, y
anioén superoxido, los cuales a su vez pueden ocasio-
nar dano tisular. Se ha determinado la presencia del
anion superoxido en el espacio del borde en cepillo
de los osteoclastos, involucrando a este radical en la
degradacion de la matriz 6sea en la interfase hueso-
osteoclasto (Key y col., 1994).
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La evidencia apunta hacia la participacién de
estas moléculas en la EP. Asi, en pacientes con pe-
riodontitis rapidamente progresiva, se ha demostra-
do que los neutréfilos polimorfonucleares, estan
funcionalmente activados y que producen elevados
niveles de O, (Shapira y col., 1991). Este mismo
efecto fue observado en pacientes con periodontitis
juvenil localizada y generalizada y en pacientes con
periodontitis del adulto (Gustafsson y Asman, 1996).

Las ERO pueden ser producidas en la célula de
los mamiferos por un grupo de enzimas entre las
cuales podemos encontrar a la xantina oxidasa, la
ciclo-oxigenasa, el citocromo P450, la sintasa del
6xido nitrico (NOS) y la NAD(P)H oxidasa. En los ulti-
mos anos, se ha evidenciado que la fuente mas im-
portante de ERO la constituye las NAD(P)H oxidasa,
estas enzimas aceptan electrones del NAD(P)H den-
tro de la célula y los transportan a través de la mem-
brana para finalmente donarlos al oxigeno, esta
reaccion genera el anion superéxido (O,) y las demas
ERO corriente abajo. Aunque las NAD(P)H oxidasas
fueron originalmente consideradas como enzimas
que se expresan solamente en las células fagociticas
involucradas en la defensa del huésped y en la inmu-
nidad innata, la evidencia reciente indica que existe
toda una familia de NAD(P)H oxidasas, las cuales se
expresan en muchos tejidos y median diversas fun-
ciones bioldgicas, la NAD(P)H fagocitica mas comun
en la EP es la NOX2 (Giannopoulou y col., 2008).

Dado el caracter aerébico de las células y teji-
dos, estas ERO se generan en condiciones fisiologi-
cas, y sus concentraciones estan gobernadas por el
balance entre su produccién y su eliminacién siendo
esto crucial para el funcionamiento normal de cé-
lulas y tejidos. Si el balance entre la formacién y la
eliminacion de ERO se altera a favor de lo primero,
estos metabolitos inducen reacciones en cadena,
capaces de danar a las moléculas de importancia bio-
légica (carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos
nucléicos). En particular el ataque a los lipidos pro-
voca su peroxidacioén, lo que a su vez conduce a la
formacién de nuevas especies de radicales y metabo-
litos toxicos, por lo que se desencadena una cascada
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de eventos que amplifican el dano, participando asi
en numerosas afecciones y procesos que incluye a
la inflamacién (Weiss y col., 2001).

Para lograr contrarrestrar el proceso de estrés
oxidativo existen sistemas antioxidantes, los cuales
estan constituidos entre otros por las enzimas anti-
oxidantes, encargadas del atrapamiento y metabolis-
mo de las ERO. Estas enzimas estan distribuidas ubi-
cuamente en el organismo e incluyen a las superoxi-
do dismutasas (SODs), la catalasa (CAT), la glutation
peroxidasa (GPx) y la glutation reductasa (GR) (Chap-
ple y col., 2007).

Estudios realizados en pacientes con periodonti-
tis han reportado una reduccién de la capacidad an-
tioxidante total en el fluido gingival crevicular (FGC)
(Brock y col., 2004), siendo esto confirmado por es-
tudios de asociacion en gran escala donde se de-
mostré que pacientes con periodontitis tenian una
capacidad antioxidante total plasmatica disminuida
(Chapple y col., 2007). Se ha demostrado que el FGC
contiene cantidades inusualmente altas de Glutation
(GSH) y que estos niveles son menores en pacientes
con periodontitis que en los controles reflejando una
estrategia de defensa innata en las superficies epite-
liales expuestas y vulnerables (Grant y col., 2010).

Por otro lado el estrés oxidativo ha sido implica-
do en la regulaciéon de tirosinas quinasas y fosfata-
sas, en la expresion de genes inflamatorios, en la
funcién endotelial, en el crecimiento de las células
del musculo liso vascular (CMLV) y en la formacién
de la matriz extracelular (Metha y Griendling, 2006).

En la década de los 90’s, el grupo de Griendling y
colaboradores reportaron por primera vez la acti-
vacion de la NADP(H) oxidasa por la ANG Il en CMLV
(Griendling 20086). Asi, se ha demostrado que la acti-
vacion del receptor AT, estimula a la NAD(P)H oxida-
sa no fagocitica induciendo la produccion del anién
superéoxido en varios tipos de células vasculares, fi-
broblastos y también en los cardiomiocitos (Weiss y
col., 2001). Aun mas, se ha sugerido que la ANG II
actiia como una citoquina pro-inflamatoria ya que la
administracion de bloqueantes del receptor AT, ejer-
cen efectos antipro-inflamatorios en procesos tales
como la inflamacién vascular subyacente a la artritis
reumatoide (Price y col., 2007), la ateroesclerosis
(Phillips y Kagiyama, 2002), en procesos de inflama-
cion vascular subyacentes a hipertension y otras pa-
tologias (Chengy col., 2005).

Debido a la demostrada evidencia de un incre-
mento en los niveles de peroxidacién lipidica y de
estrés oxidativo en la periodontitis, en el presente
estudio se evalu6 si la inflamacién que subyace a la
periodontitis experimental se asocia a la activaciéon
del sistema renina angiotensina en las encias y a la
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activacién de la cascada de produccién del especies
reactivas de oxigeno. Para ello, se estudi6 el papel
del receptor AT, sobre la produccion de ERO en la
periodontitis inducida por el tratamiento con lipopo-
lisacaridos (LPS) en las encias de rata, a través de la
determinacion de la activacion de las enzimas antio-
xidantes: SOD, CAT y GPx. Igualmente se determino
el papel de la NAD(P)H oxidasa y la produccion de
ERO, mediante el uso de la apocinina, un inhibidor
de la NAD(P)H oxidasa y del tempol, un atrapador de
anion superoxido que mimetiza la accion de la SOD
en la EP inducida por LPS en la rata.

Materiales y métodos
ANIMALES Y PROTOCOLOS DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley, macho, de
280-300 g de peso corporal, provenientes del Biote-
rio del Instituto Nacional de Higiene (INH), manteni-
das en condiciones controladas de luz y temperatu-
ra con libre acceso al agua y la comida. Los experi-
mentos fueron realizados bajo la supervision de la
Comisién de Bioterio y Manejo de Animales Experi-
mentales de la Facultad de Farmacia de la UCV y de
acuerdo al Codigo de Bioética y Bioseguridad sobre
el Manejo de Animales de Experimentacion del Mi-
nisterio de Ciencia y Tecnologia de la Reptiblica Boli-
variana de Venezuela.

INDUCCION DE LA PERIODONTITIS

La periodontitis se indujo mediante inyecciones
repetidas en el tejido gingival de endotoxina de
acuerdo al método de Ramamurthy y col. (1985). La
inflamacion periodontal es inducida 24 horas antes
del inicio del tratamiento con el antagonista de los
receptores AT, el valsartan (VAL). Las ratas fueron
anestesiadas con ketamina al 10% (60mg/kg) e in-
yectadas directamente en la encia vestibular entre el
primer y segundo molar con 10 pL (1 mg/mL) de LPS
de Escherichia coli (E. coli), purificado cromatogra-
ficamente (Sigma, St. Louis), cada dos dias para un
total de 4 inyecciones en un periodo de 7 dias de
tratamiento. Las ratas control recibieron 4 inyeccio-
nes de solucién salina durante el mismo periodo de
tiempo. Las ratas fueron distribuidas en los siguien-
tes grupos: (1) CONTROL, (2) LPS, (3) VALSARTAN
(VAL), (4) LPS+VAL (L+V). EL valsartan fue administra-
do diariamente por via oral (10mg/Kg). Al tiempo es-
tipulado, las ratas fueron anestesiadas con ketamina
al 10% (60mg/Kg) y eutanizadas por decapitacion.

OBTENCION Y PROCESAMIENTO DE LA MUCOSA

Las ratas fueron sacrificadas por decapitacion y
se aislo la encia del maxilar inferior. La mucosa bucal
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fue colocada en una soluciéon amortiguadora fria de
fosfatos (NaCl al 0,9% en buffer de fosfatos 0,01 M;
pH 7,0).

Para la medicién de las enzimas antioxidantes
los trozos de mucosa fueron colocados en 2 volu-
menes de una solucion fria (PBS 0,01 M, EDTA 1mM,
aprotinina al 0,05% y ortovanadato de sodio
(NasVO,4 100 mM), sonicados y centrifugados por 10
min a 10.000 rpm. El sobrenadante recolectado fue
utilizado como muestra.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES.
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA SOD TOTAL

La actividad de la SOD total se realizé segun el
método de Oberley y Spitz, 1984. Para ello se ana-
di6 33 pL del tejido de interés homogenizado y dilui-
do 1:10 en amortiguador de fosfatos 50 nM (pH 7),
al cual se anadi6é 166 pL de la mezcla de incubaciéon
(xantina 0,03 mM, EDTA 0,6 mM, NBT 150mM, albu-
mina 0, 1% y NaHCOs 400 mM), manteniéndose a 27
°C. La reaccion se inici6 con la adicion de 10 pL de la
enzima Xantina oxidasa. Se incluyeron controles
constituidos por tejido sin enzima, asi como de enzi-
ma sin tejido (100% de reduccioén). Los tubos se in-
cubaron por 30 minutos, seguidos de la adicién de
60 pL de cloruro de cobre (II) 0,8 mM midiéndose la
absorbancia a 595 nM. Los resultados se expresaron
como U/mg de proteina. Una unidad de SOD se defi-
ne como la cantidad de SOD necesaria para inhibir
en un 50% la formacion de los cristales de formazan.

DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE LA CATALASA

La actividad de la CAT fue determinada emplean-
do una modificacién del método de Aebi (1984), 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 pL de homoge-
nizado del tejido gingival a 725 pL de la mezcla de
incubacién conteniendo 10 mM H,0O, en un buffer
fosfato 10 mM a pH 7, monitoreando el cambio de
absorbancia a 240 nm a los 0, 60, 120 y 180 segun-
dos, utilizando la constante de reaccioén de primer
orden (k) como la unidad de actividad de la CAT, la
cual queda definida de acuerdo a la siguiente féormu-
la: K= (1/t) (2,3x1logA; /A,), donde t es el intervalo
de tiempo medido (seg), A; y A, son las absorban-
cias del H,O, 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
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(1984), mediante una reaccién acoplada con la glu-
tation reductasa. El glutation reducido es empleado
por la GPx para reducir el peré6xido de hidroégeno, el
cual es regenerado por la glutation reductasa a partir
de glutation oxidado y NAD(P)H, y se basa en la dis-
minucion de la absorbancia a 340 nm debido a la
desaparicion de NAD(P)H. Los resultados se expre-
san promediando los cambios de absorbancia por
minuto, multiplicando este promedio por 0,16 (este
factor se obtiene tomando en cuenta que el coefi-
ciente de absorcién milimolar del NAD(P)H a 340 nm
es de 6.22 L mmol~! cm™) y dividiendo el resultado
entre los mg de proteina adicionados en el ensayo.
Asi se obtiene la actividad especifica expresada en
U/mg de proteina, donde 1 U = pmol de NAD(P)H oxi-
dado/min).

DETERMINACION DEL MALONDIALDEHIDO (TBARS)

Como indicador de estrés oxidativo se determino
la concentraciéon de malondialdehido (MDA). Para su
medicién se tomaron 100 pL de saliva y se utilizo el
método de Buege y Aust (1978). Un volumen de la
preparacion de membranas (0,1-2 mg de proteinas/
mL), se traté con 6 volumenes de acido fosférico 1%
P/V en HCI O,1N y con dos volumenes de acido tio-
barbiturico (0,6%P/V en HCI 0,1 N), se mezcld y se
incub6 en agua hirviendo por 45 minutos. Las mues-
tras se dejaron enfriar y se procedi6 a realizar una
extraccién con n-butanol. En la fase alcohdlica se
encuentra el complejo coloreado que se lee a 535
nm. En paralelo se prepar6 un blanco de reactivos y
una curva estandar de MDA (0-500 uM). Los resulta-
dos se expresaron como micromoles de malondial-
dehido presente en la muestra por mg de proteinas.

PAPEL DE LA NAD(P)H OXIDASA Y LAs ERO

Para la evaluacién del efecto de la administra-
ciéon de apocinina y tempol sobre las enzimas anti-
oxidantes se dividieron las ratas en 6 grupos: el gru-
po I recibi6 inyecciones de solucién salina interdia-
rias, el grupo Il recibi6 inyecciones interdiarias de
LPS, el grupo Il recibié una dosis diaria de 33pg/kg
de apocicina (APO) por via intraperitoneal, el grupo IV
recibi6 una dosis interdiaria de LPS y una dosis diaria
de APO, el grupo V recibié tempol (20 mg/kg/dia)
por via intraperitoneal y el grupo VI recibio el trata-
miento combinado de LPS+tempol, en un periodo
total de 7 dias de tratamiento. Las determinaciones
de las enzimas se realizaron siguiendo los protoco-
los previamente descritos.

DETERMINACION DE LAS PROTEINAS TISULARES

Las proteinas tisulares totales fueron determina-
das por el método de Lowry y col. (1951) utilizando
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albumina sérica de bovino como patrén. Las mues-
tras fueron ajustadas a una concentracion de 10-20
pg de proteinas/10 pl.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados fueron expresados como la
media = el error estandar de la media (X + EEM) y
fueron graficados y analizados mediante el uso del
programa GraphPad Prism version 4.1. Las diferen-
cias entre los grupos se determinaron mediante el
uso de la prueba de «t» de Student y el analisis de va-
rianza de una via (ANOVA). Valores de p<0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos.
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Figura 1. Concentracién de malondialdehido. Cada barra
representa la media =+ E.E.M. ***p<0,001 respecto
al grupo control;*p<0,05 respecto al grupo VAL.
C: N=8, LPS: N=6, VAL: N=8, L+V: N=4.

Resultados

CONCENTRACION DE MALONDIALDEHI{DO COMO
EXPRESION DE LA PEROXIDACION LIPIDICA

Se determiné la concentracion del MDA como in-
dicador de estrés oxidativo. Como se observa la
inyecciéon de LPS en la encia de la rata produce un
aumento significativo del MDA en el grupo tratado
con LPS cuando se compar6 con el grupo control, y
este efecto fue completamente prevenido por el pre-
tratamiento con VAL (Figura 1).

EFECTO DEL VALSARTAN SOBRE EL INCREMENTO
DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES
INDUCIDA POR INYECCIONES LOCALES DE LPS

EN RATAS CON PERIODONTITIS EXPERIMENTAL

Al evaluar la actividad de las enzimas antioxidan-
tes: SOD, CAT y la GPx se observo un incremento
significativo en el grupo de las ratas con periodonti-
tis inducida con el tratamiento con LPS comparada
con el grupo control. En todos los casos este efecto
fue prevenido mediante el tratamiento con el anta-
gonista del receptor AT, (VAL) (Figura 2).

EFECTO DEL PRE-TRATAMIENTO CON APOCININA SOBRE
EL INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS
ANTIOXIDANTES EN RATAS CON PERIODONTITIS
EXPERIMENTAL INDUCIDA POR INYECCIONES DE LPS

Como se observa en la Figura 3, la actividad de
las enzimas antioxidantes SOD CAT y GPx se en-
cuentran significativamente aumentadas en las ratas
con periodontitis inducida por inyecciones de LPS,
comparados con el grupo control. El pre-tratamiento
crénico con apocinina previno completamente el
aumento de la actividad de las enzimas antioxidantes
ocurrido en las ratas con periodontitis inducida por
inyecciones de LPS.
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Figura 1. Concentraciéon de malondialdehido. Cada barra representa la media + E.E.M. ***p<0,001 respecto al grupo
control;*p<0,05 respecto al grupo VAL. C: N=8, LPS: N=6, VAL: N=8, L+V: N=4.
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Figura 3. Efecto de la administracion de apocinina sobre el incremento de la actividad de las enzimas antioxidantes CAT, SOD
y GPx. Cada barra representa la media = E.E.M. ***p<0,001 respecto al grupo control. C: N= 5, LPS: N= 5, APO: N=4, L+A: N=6.

EFECTO DEL PRE-TRATAMIENTO CON TEMPOL, UN MIME-
TICO DE LA SOD SOBRE EL INCREMENTO DE LA ACTIVI-
DAD DE LAS ENZIMAS ANTIOXIDANTES EN RATAS CON
PERIODONTITIS EXPERIMENTAL INDUCIDA POR INYECCIO-
NES DE LPS

La figura 4 muestra como el pre-tratamiento
crénico con tempol, previno el aumento de la activi-
dad de las enzimas antioxidantes inducida por la
inyeccién de LPS en la encia de la rata.

Discusion

La enfermedad periodontitis es una enfermedad
inflamatoria oral, que da lugar a dano y pérdida de
tejido, como resultado de la compleja interaccion
entre las bacterias patogénicas y la respuesta inmu-
ne del huésped. El descubrimiento de la superoxido

dismutasa por McCord y Fridovich en 1969 y que los
radicales libres pueden ser substrato para una enzi-
ma, revolucion6é completamente el pensamiento
sobre el papel de los radicales libres en la biologia.
Adicionalmente, la idea de que las ERO puedan ac-
tuar como moléculas de senalizacion, hacen que la
biologia «redox» sea vista hoy en dia como un deter-
minante fundamental en la biologia basica de célu-
las y tejidos (Buettner, 2011). Debido a las propieda-
des altamente reactivas de las ERO, un exceso de las
mismas puede ocasionar efectos téxicos por dano
oxidativo a macromoléculas tales como proteinas,
lipidos, ADN y ARN.

Como resultado de la interaccion de las ERO con
acidos grasos polinsaturados en membranas celula-
res o lipoproteinas, ocurre el proceso incontrolado
de peroxidacion lipidica, siendo el MDA un indicador
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Figura 4. Efecto de la administracién del tempol (20 mg/kg/dia) sobre la actividad de las enzimas antioxidantes SOD, CAT
y GPx. Cada barra representa la media + E.E.M. ***p<0,001 respecto al grupo control. C: N=6, LPS: N:5, TEM: N=5, L+T: N: 6.
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directo del grado de estrés oxidativo y por esta ra-
z6n, de dano celular, ya que es originado en la etapa
final de la peroxidacién de los acidos grasos presen-
tes en las membranas celulares por accion de los ra-
dicales libres de oxigeno. Por tal motivo, su determi-
naciéon constituye una herramienta muy importante
en el estudio del balance oxidacién/antioxidacion
(Matés y col., 1999).

Datos recientes han demostrado un incremento
en los niveles de peroxidacién lipidica y de estrés
oxidativo en la periodontitis, con incrementos en los
valores de MDA. En efecto, los resultados aqui pre-
sentados muestran que en el modelo experimental
de periodontitis inducida por la inyeccion de LPS en
rata, se observa, un aumento de la concentraciéon de
los valores salivares de MDA como indicador de pe-
roxidacion lipidica.

Asi, Akalin y col. (2007) reportan un incremento
en el estado oxidativo total junto con un incremento
significativo en los niveles de MDA en la saliva y el
FGC en pacientes con periodontitis crénica cuando
son comparados con el grupo control sano, estos
resultados demuestran un incremento de la peroxi-
dacion lipidica en el ambiente oral/bolsa periodon-
tal. De modo similar, Khalili y Biloklytska (2008),
revelan una correlacion entre los niveles incremen-
tados de MDA y diferentes grados de severidad en
pacientes con periodontitis cronica generalizada en
relacion a controles sanos.

Todas las células expresan enzimas detoxifican-
tes capaces de neutralizar a las ERO, como la SOD,
la CAT y la GPx. El nivel de las enzimas antioxidantes
es sensible al estrés oxidativo y se ha reportado su
aumento o disminucion en diferentes patologias en
las cuales un incremento de las ERO es causa o con-
secuencia de la enfermedad (Chapple y col., 2007).

Nuestros resultados apuntan a esta posibilidad
de un incremento compensatorio de la actividad
antioxidante, ya que en nuestro modelo experimen-
tal de periodontitis, se observa, sin lugar a dudas, un
incremento significativo de la actividad de las enzi-
mas antioxidantes (SOD, CAT y GPx).

La evidencia indica una fuerte secuencia de even-
tos que podran conectar a las ERO con la destruccion
del tejido conectivo durante la EP. En efecto, se ha
demostrado que los pacientes con periodontitis com-
parados con los sujetos sanos presentan incremen-
tos significativos de la actividad de la SOD y la CAT en
el plasma (60-65%), eritrocitos (110-125%) y los teji-
dos gingivales (40-60%), acompanados de un aumen-
to moderado de la actividad de la glutation peroxida-
sa en el plasma (21%), los eritrocitos (30%) y los teji-
dos gingivales (41%). Del mismo modo, Wei y col.
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(2010), reportan un incremento en el estado oxidati-
vo total y en los valores de SOD en suero, salivay FGC
de pacientes con periodontitis cronica y niveles incre-
mentados de MDA solo en FGC, que retornaron a nive-
les basales con terapia (Panjamurthy y col., 2005).

En relaciéon a la GPx, se ha demostrado clara-
mente un aumento de la actividad en las muestras
gingivales provenientes de perros y humanos con
periodontitis (Panjamurthy y col., 2005), sugiriéndo-
se que este aumento de actividad de la GPx podria
representar una posible compensacion antioxidante
en las reacciones de desintoxicacion de peréxidos
organicos que se producen durante el estrés oxidati-
vo en el tejido gingival (Borges y col., 2007).

Adicionalmente a la cadena transportadora de
electrones, el anion superoxido puede ser produci-
do por la familia de enzimas Nox, asi como por la
xantina oxidasa. Hattori y col., (2010) identificaron
en neutrofilos humanos que las ERO producidas por
la NAD(P)H oxidasa constituian reguladores clave en
la migracion de los mismos, ya que la disrupcion de
la actividad de esta enzima conducia a defectos en
la quimiotaxis. El sistema de la NAD(P)H oxidasa es
necesario para la inmunocompetencia contra las
bacterias, via el llamado «estallido» respiratorio u oxi-
dativo que genera las ERO que son toxicas para las
bacterias y su activacién ha sido observada bajo
diferentes estimulos tales como LPS, insulina y ANG
II (Battino y col., 1999).

En efecto, se ha demostrado ampliamente el
papel de la ANG II en la induccién de la producciéon
de O, en diferentes tejidos. La ANG Il induce estrés
oxidativo via la activacién de la NAD(P)H oxidasa. Asi
Didion y col., (2005), demostraron que la deficiencia
de SOD1 esta asociada con un incremento en los
niveles de O,~, y que el incremento en la expresion
de esta enzima, reduce marcadamente los niveles
vasculares de O, inducidos por la ANG II.

Recientemente se ha demostrado un efecto de la
ANG II en células circulantes, demostrandose la pre-
sencia de receptores AT; en neutréfilos circulantes
(Ito y col., 2001) y monocitos periféricos (Shimada y
Yakazi, 1978). En este contexto, la migracién de los
leucocitos a los sitios de inflamaciéon son eventos
primarios que ocurren en los procesos inflamato-
rios. Asi, El Bekay y col., (2003), demuestran en neu-
tréfilos humanos un incremento en la producciéon de
0O, inducida por la accion de la ANG 11, un efecto es-
pecifico ya que dicha respuesta fue inhibida comple-
tamente por el tratamiento con el ibersartan, un blo-
queante de los receptores AT, de la ANG II.

En el tejido periodontal, también la ANG Il es ca-
paz de ejercer efectos inmunoregulatorios. En efec-
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to, Santos y col. (2009) demostraron que el sistema
SRA gingival es capaz de generar los péptidos de an-
giotensina. Adicionalmente, mediante marcaje inmu-
nohistoquimico se demostré que células fibroblas-
ticas eran positivas para el receptor AT; (Nakamura y
col., 2011).

Consistente con el reporte de Santos y col. (2009)
sobre la existencia de un sistema renina-angiotensi-
na funcional en el tejido gingival de la rata, nuestros
hallazgos demuestran por primera vez en la literatu-
ra que el tratamiento con el bloqueante de los recep-
tores AT, el valsartan, previene de modo significa-
tivo la progresion de la enfermedad periodontal en
etapas tempranas de la patologia ya que fue capaz
de revertir el aumento de la actividad enzimatica de
la SOD, la CAT, la GPx y la concentracion de MDA en
tejido gingival de rata, lo que indica una relacién
entre los marcadores de estrés oxidativo y la EP. El
hecho que estos efectos hayan sido revertidos por el
tratamiento con VAL, sugiriere un papel de la ANGII/
receptor AT, en la patogénesis de la EP inducida
con LPS en ratas.

La participacion de NAD(P)H oxidasa y la produc-
cion de especies reactivas de oxigeno queda inequi-
vocamente demostrada con nuestros hallazgos en
los que se demuestra, por primera vez, que el pre-
tratamiento con la apocinina un inhibidor del ensam-
blaje de la NAD(P)H oxidasa, fue capaz de revertir el
incremento de la actividad de la SOD, CAT y GPx
inducidos por la administracién de LPS. Del mismo
modo, el tempol, un atrapador del anidon superoxido
que mimetiza la accion de la SOD, fue capaz de pre-
venir 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 activacién secuen-
cial que implica a la angiotensina II, el receptor AT,
la NAD(P)H oxidasa y el anién superoxido. Efectiva-
mente, se infiere que en la enfermedad periodontal
inducida con inyecciones con LPS las especies reac-
tivas de oxigeno participan en la senalizacién intra-
celular de la ANG II, via el receptor AT, y su acople a
la estimulaciéon de la NAD(P)H oxidasa.

En conclusion, la prevencion en la activacion de
las enzimas antioxidantes y en los niveles de pero-
xidacién lipidica observados en nuestros resulta-
dos, indican que el valsartan puede contribuir a una
importante reduccién del estrés oxidativo observa-
do durante la enfermedad periodontal y proporcio-
nan evidencia convincente que sugiere que los blo-
queantes del receptor AT, de la ANG Il pueden ejer-
cer efectos terapéuticos en la progresion de los pro-
cesos inflamatorios que subyacen a la progresion
de la periodontitis.
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