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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad periodontal se caracteriza
por una pérdida progresiva del hueso alveolar mediada
por la activacion osteocldstica. El eje molecular,
constituido por el receptor activador del factor nuclear
kappa-B (RANK), su ligando (RANKL) y el receptor
seriuelo osteoprotegerina (OPG), determina el destino
del remodelado oseo. Aunque el Sistema Renina-
Angiotensina (SRA) tisular local ha sido vinculado
a procesos inflamatorios cronicos, su papel en la
regulacion temporal de la relacion RANKL/OPG en
el microambiente periodontal bajo el bloqueo del
receptor AT, atin no ha sido completamente esclarecido.
Objetivo: Evaluar el efecto, dependiente del tiempo,
del antagonista del receptor AT, valsartin, sobre
la expresion tisular de RANKL y OPG en un modelo
experimental de enfermedad periodontal inducida por
lipopolisacarido (LPS) a los 7y 14 dias de tratamiento.
Materiales y Métodos: se utilizaron ratas Sprague-
Dawley machos, distribuidas en los grupos: Control,
LPS (inyeccion gingival), Valsartan (VAL; 10 mg/kg/
dia, p.o.) y LPS+Valsartan (L+YV). A los 7y 14 dias
de tratamiento, se obtuvieron secciones histologicas
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seriadas de los maxilares. La expresion cuantitativa de
RANKL y OPG en el tejido periodontal se determino
mediante inmunofluorescencia indirecta con anticuerpos
especificos y andlisis posterior mediante microscopia
confocal ldser (densidad dptica y porcentaje de drea
positiva, con el software ImageJ). Resultados. El
tratamiento agudo con LPS (7 dias) indujo una marcada
inmunorreactividad de RANKL y una disminucion
reciproca de los niveles protectores de OPG, sesgando
significativamente el balance local hacia un fenotipo
osteoclastogénico destructivo. En la fase cronica (14
dias), esta alteracion en la relacion RANKL/OPG se
perpetuo y se correlaciono con la pérdida estructural
osea. El tratamiento con valsartdn (grupo L+V) revirtio
significativamente los efectos del LPS en ambos periodos
de tiempo, atenuando la sobreexpresion de RANKL y
preservando los niveles basales de OPG, estabilizando
asi el indice RANKL/OPG en niveles similares a los del
grupo control sin alterar la presion arterial sistémica.
Conclusion: El bloqueo local del receptor AT, con
valsartdn, ejerce un potente efecto protector bimodal
dependiente del tiempo que modula directamente la
homeostasis osea alveolar. Al normalizar la relacion
molecular RANKL/OPG desde la fase temprana, el
Jfarmaco frena la sefializacion aguas arriba requerida
para la diferenciacion osteocldstica, consolidando al
SRA tisular como una diana terapéutica pleiotropica
clave para mitigar la destruccion désea periodontal de
forma independiente de la hemodinamia sistémica.

Palabras clave: Enfermedad periodontal, RANKL,
osteoprotegerina, receptor AT, valsartan, microscopia
confocal
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ACOPLAMIENTO OSTEOCLASTOGENICO RANKL/OPG POR VALSARTAN EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

SUMMARY

Introduction. Periodontal disease is characterized by a
progressive loss of alveolar bone mediated by osteoclast
activation. The molecular axis consisting of the receptor
activator of nuclear factor kappa-B (RANK), its ligand
(RANKL), and the decoy receptor osteoprotegerin (OPG)
dictates the fate of bone remodeling. Although the local
tissue Renin-Angiotensin System (RAS) has been linked to
chronic inflammatory processes, its role in the temporal
regulation of the RANKL/OPG ratio within the periodontal
microenvironment under AT, receptor blockade remains
to be fully elucidated. Objective: To evaluate the
time-dependent effect of the AT, receptor antagonist,
valsartan, on the tissue expression of RANKL and OPG
in an experimental model of lipopolysaccharide (LPS)-
induced periodontal disease at 7 and 14 days of treatment.
Materials and Methods: Male Sprague-Dawley rats
were distributed into the following groups: Control, LPS
(gingival injection), Valsartan (VAL; 10 mg/kg/day, p.o.)
and LPS+Valsartan (L+V). During the 7 and 14 days
of treatment, serial histological sections of the maxillae
were obtained. The quantitative expression of RANKL and
OPG in the periodontal tissue was determined by indirect
immunofluorescence with specific antibodies, followed by
analysis via laser-scanning confocal microscopy (optical
density and positive area percentage using ImageJ
software). Results: An acute LPS challenge (7 days)
induced marked RANKL immunoreactivity and a reciprocal
decrease in protective OPG levels, significantly shifting
the local balance toward a destructive osteoclastogenic
phenotype. In the chronic phase (14 days), this disruption
in the RANKL/OPG ratio was perpetuated, correlating
with structural bone loss. Treatment with valsartan (L+V
group) significantly reversed the effects of LPS at both time
points, attenuating RANKL overexpression and preserving
basal OPG levels, thereby stabilizing the RANKL/OPG
index at levels similar to the control group without altering
systemic blood pressure. Conclusion: Local blockade
of the AT, receptor with valsartan exerts a potent,
time-dependent bimodal protective effect that directly
modulates alveolar bone homeostasis. By normalizing
the RANKL/OPG molecular ratio in the early phase, the
drug halts the upstream signaling required for osteoclast
differentiation, thereby consolidating the tissue RAS as a
key pleiotropic therapeutic target to mitigate periodontal
bone destruction, independent of systemic hemodynamics.

Keywords: Periodontal disease, RANKL, Osteoprotegerin,
AT, receptor, Valsartan, Confocal Microscopy

INTRODUCCION
La enfermedad periodontal es una patologia

inmunoinflamatoria crénica de etiologia
multifactorial que afecta a los tejidos de proteccion
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y de soporte del diente. Si bien el inicio de
este proceso esta ligado a la presencia de un
biofilm bacteriano disbidtico, la progresion de
la enfermedad y la consecuente destruccidon de
la cresta Osea alveolar dependen de la magnitud
y la persistencia de la respuesta inmune del
hospedador (1,2). Clasicamente, la pérdida de
soporte O0seo se ha atribuido a la accion directa
de mediadores proinflamatorios solubles; sin
embargo, la evidencia experimental demuestra
que la destruccion de la matriz mineralizada esta
coordinada, de forma ultima, por el complejo
engranaje de sefalizacion celular conocido como
el sistema RANK/RANKL/OPG (3,4). Este
sistema, perteneciente a la superfamilia del factor
de necrosis tumoral (TNF), constituye la via final
comun que acopla el remodelado 6seo fisioldgico
y patologico.

El receptor activador del factor nuclear
kappa-B (RANK), expresado en la membrana de
preosteoclastos y osteoclastos maduros, requiere
la unién de su ligando homoélogo (RANKL) para
desencadenar los cambios citoesqueléticos y
transcripcionales que guian la diferenciacion, la
fusion y la sobrevida de estas células destructivas
(3). Por otro lado, las células del linaje osteoblastico
secretan la osteoprotegerina (OPG), un receptor
sefiuelo soluble que se une competitivamente a
RANKL, impidiendo su interaccién con RANK
y actuando como un escudo protector enddégeno
contra la resorcion Osea. En condiciones de
desafio antigénico, como la administracion local
de lipopolisacéarido (LPS), la liberacion local de
citoquinas proinflamatorias altera dristicamente
este equilibrio, induciendo una sobreexpresion de
RANKL y el agotamiento de OPG, lo que desplaza
el equilibrio tisular hacia una osteoclastogénesis
masiva (4,5).

Paralelamente, hallazgos recientes han
posicionado al Sistema Renina-Angiotensina
(SRA) tisular local como un potente modulador
del microambiente inmunoinflamatorio y del
metabolismo 6seo, de manera independiente de
sus funciones hemodindmicas sistémicas (6).
A nivel periférico, la activaciéon del receptor
de Angiotensina II tipo 1 (AT R) induce un
estado proinflamatorio crénico que amplifica
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la sefializacion destructiva y promueve la
expresion de RANKL. No obstante, el impacto
pleiotrdpico del bloqueo farmacoldgico del AT R
sobre la regulacion e integridad temporal del eje
RANKL/OPG en el tejido periodontal ain no ha
sido caracterizado en periodos diferenciados de
dafio agudo y crénico mediante técnicas de alta
resolucion. Por lo tanto, el objetivo de la presente
investigacion fue evaluar el efecto dependiente del
tiempo del antagonista del AT R, valsartan, sobre
la expresion tisular de RANKL y OPG en un
modelo experimental de enfermedad periodontal
inducida por LPS a los 7 y 14 dias.

MATERIALES Y METODOS
Animales y Protocolos de Experimentacion

Como animales de experimentacion se
utilizaron ratas macho, de la cepa Sprague-Dawley,
de 280-300 g de peso corporal, provenientes del
Bioterio del Instituto de Medicina Experimental
(U.C.V., Caracas), mantenidas con libre acceso al
agua y a la comida (Ratarina®) hasta el momento
del experimento.

Induccion de la Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal se indujo mediante
inyecciones repetidas de endotoxina en el tejido
gingival, segin el método de Ramamurthy y col.
(7). La inflamacion periodontal se indujo 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) y se inyecto directamente en la encia
vestibular, entre el primer y el segundo molar,
10 pL (1 mg/mL) de LPS de Escherichia coli (E.
coli), purificado cromatograficamente (Sigma, St.
Louis). Las inyecciones se administraron cada dos
dias, para un total de 4 inyecciones en el grupo
de 7 dias de tratamiento y de 8 inyecciones en
el grupo de 14 dias. Los animales del grupo de
control recibieron inyecciones de solucion salina
siguiendo el mismo esquema temporal.
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Los animales fueron distribuidos aleatoriamente
en cuatro grupos experimentales: (1) CONTROL,
(2) LPS, (3) VALSARTAN (VAL) y (4)
LPS+VAL (L+V). Veinticuatro horas después
de la primera inyeccion de solucion salina o de
LPS, se inici6 la administracion oral de valsartan
a una dosis de 10 mg/kg/dia. Se establecieron
dos momentos independientes para la eutanasia y
la evaluacion de los animales: a los 7 dias (fase
aguda/temprana) y a los 14 dias (fase cronica/
destructiva) desde el inicio del protocolo. Tras
el sacrificio ético, se extrajeron los maxilares
superiores y se fijaron de inmediato en formalina
tamponada al 10%. Posteriormente, las muestras
fueron descalcificadas en una solucion de EDTA
antes de su inclusion en parafina para obtener
cortes histologicos seriados de igual espesor.
Todos los experimentos se realizaron siguiendo
las buenas practicas de manejo de animales de
laboratorio y contaron con la aprobacidn previa
del Comité de Bioética de la Facultad de Farmacia
de la Universidad Central de Venezuela

Inmunofluorescencia indirecta y microscopia
confocal

La cuantificacion de la expresion de las
proteinas del eje regulador 6seo se realizo mediante
inmunofluorescencia indirecta optimizada para
microscopia confocal. Los cortes histologicos
desparafinados y colocados en cubreobjetos se
lavaron con solucion tampo6n de fosfato (PBS,
10 mM, pH = 7.0) y se permeabilizaron con
metanol frio a -10 °C durante 10 min. Para
mitigar la autofluorescencia tisular basal, las
muestras se incubaron en cloruro de amonio a
temperatura ambiente durante 10 min. Tras un
lavado con PBS, se procedi6 al bloqueo de sitios
de unidn inespecificos con una soluciéon de PBS
suplementada con 1% de albimina sérica bovina
(BSA) durante 10 min a temperatura ambiente.

Posteriormente, las muestras fueron
incubadas durante 2 h con los anticuerpos
primarios policlonales obtenidos de Santa Cruz
Biotechnology, Inc. (Dallas, TX, USA), diluidos
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en PBS-BSA 1%: anti-RANKL (C-20, sc-7627,
dilucién 1:200, de origen cabra) o anti-OPG (H-
249, sc-11383, dilucién 1:200, de origen conejo).
Tras tres lavados consecutivos con PBS (10 min
cada uno) para eliminar el exceso de anticuerpo
no unido, los cortes se incubaron durante 1 h
en oscuridad a temperatura ambiente con los
anticuerpos secundarios especificos acoplados al
fluor6foro FITC (longitud de onda de emision
475-500 nm, dilucion 1:200): mouse anti-goat
IgG-FITC (sc-2356) para la deteccion de RANKL
y mouse anti-rabbit 1gG-FITC (sc-2359) para la
deteccion de OPG.

Para la localizacion celular, los nucleos se
contrastaron mediante incubacién con DAPI
(4°,6-diamidino-2-fenilindol, sc-3598; longitud
de onda de emision 375-400 nm) durante 5 min.
Tras los lavados finales con PBS, se montaron
las laminas en glicerol al 80%. Las imagenes
se capturaron de forma estandarizada utilizando
un microscopio Confocal Olympus. El analisis
morfométrico e inmunofluorométrico digital se
realizo con el software Imagel (National Institute
of Health, Bethesda, MD, USA), determinando
la densidad Optica integrada y el porcentaje de
area positiva para cada marcador en la region del
ligamento periodontal y en la cresta dsea alveolar.

Para verificar que el efecto del valsartan fuera
independiente de sus acciones sistémicas, se
registraron la presion arterial sistolica (PAS), la
presion arterial diastolica (PAD) y la frecuencia
cardiaca (FC). Se utiliz6 un método indirecto no
invasivo mediante un pletismégrafo digital de cola
(Storage pressure meter, modelo LESO2, marca
Panlab Harvard Apparatus). Para ello, las ratas
fueron colocadas en un cepo para la determinacion
no invasiva de los parametros cardiovasculares.
Estos fueron determinados a la misma hora del dia
0 del experimento y, previamente a su sacrificio,
es decir, a los dias 7 y 14 de tratamiento. La
Presion Arterial Media (PAM) se calculd segin
la formula: PAD + 1/3 (PAS - PAD). Asimismo,
previo al sacrificio, se tomaron muestras de sangre
periférica para determinar la férmula blanca
y cuantificar el recuento total de leucocitos en
camara de Neubauer, a fin de evaluar la respuesta
inflamatoria sistémica.
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Andlisis Estadistico

Todos los resultados se expresaron como
la media + el error estindar de la media (X
+ E.E.M.) y se graficaron y analizaron con el
programa GraphPad Prism, version 4.1. Las
diferencias entre los grupos se determinaron
mediante la prueba t de Student y el analisis
de varianza de una via (ANOVA). Los valores
de p < 0,05 se consideran estadisticamente
significativos.

RESULTADOS

Analisis cualitativo mediante inmunofluorescencia
confocal del eje RANK/RANKL/OPG alos 7 dias
de tratamiento

La evaluacién mediante microscopia
confocal laser a los 7 dias permiti6 determinar
la localizacion espacial y los cambios tempranos
en la inmunorreactividad de las proteinas del eje
regulador 6seo en el microambiente periodontal
(Figura 1, paneles A-C). El grupo con LPS
mostré una sefial de fluorescencia FITC de
RANKL marcada y densa en el tejido conectivo
adyacente a la cresta alveolar y a lo largo del
ligamento periodontal, en comparacion con el
grupo Control, lo que denota un fuerte estimulo
pro-resortivo agudo. De manera simultanea, la
sefial correspondiente al receptor celular RANK se
observo claramente delimitada en las membranas
de las células del linaje osteoclastico periféricas
al hueso. En contraste, la inmunorreactividad de
la citocina protectora OPG mostré una atenuacion
severa en el grupo LPS, lo que evidencia el
agotamiento del escudo defensivo tisular frente a
la endotoxina bacteriana.

Los animales tratados exclusivamente con
valsartan (grupo VAL) mantuvieron un patron de
fluorescencia basal idéntico al del grupo Control
en los tres marcadores. No obstante, en el grupo
LPS + valsartan (L +V), el bloqueo del receptor
AT, provocd una notable reversion visual del
perfil destructivo inducido por el LPS a los 7 dias.
Se observa una reduccion dréstica en la intensidad
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Figura 1. Efecto del bloqueo del receptor AT, con valsartan sobre la expresion tisular local del eje
RANK/RANKL/OPG y su relacion temporal. Paneles superiores (A-C): Microfotografias representativas
de microscopia confocal 14ser que muestran la inmunorreactividad tisular para RANKL, OPG y RANK a los
7 dias de tratamiento en los grupos Control, Lipopolisacarido (LPS), Valsartan (VAL) y LPS + Valsartan
(L+V). Paneles medios (D-F): Analisis cuantitativo comparativo de la densidad 6ptica para RANKL (D)
y OPG (E) a los 7 dias de tratamiento. Panel (F): Indice de destruccion 6sea alveolar expresado mediante
la relacion de densidades Opticas RANKL/OPG) a los 7 dias de tratamiento. Paneles inferiores (G-I):
Andlisis cuantitativo comparativo de la densidad dptica para RANKL (G) y OPG (H) a los 14 dias de
tratamiento. Panel (I): Indice de destruccion dsea alveolar expresado mediante la relacién de densidades
opticas RANKL/OPG) a los 14 dias de tratamiento.

Gac Méd Caracas 751



ACOPLAMIENTO OSTEOCLASTOGENICO RANKL/OPG POR VALSARTAN EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

de las senales de RANKL y RANK, mientras se
preservan la presencia y la distribuciéon de OPG en
niveles comparables a las condiciones fisiologicas
del control, lo que demuestra un rescate molecular
temprano en el sitio de la lesion.

Evaluacion cuantitativa de las densidades
opticas del eje RANKL/OPG y su relacion
temporal a los 7 y 14 dias de tratamiento

El analisis morfométrico digital de las
densidades 6pticas integradas confirmé y respaldo
numéricamente los hallazgos visuales de la fase
temprana, permitiendo ademas contrastar el
comportamiento molecular al extenderse el estudio
hasta los 14 dias. A los 7 dias (Figura 1, paneles
D y E), la cuantificacion mediante el software
Image] demostro un incremento estadisticamente
significativo en la densidad Optica de RANKL
y una caida reciproca de OPG en el grupo LPS
en comparaciéon con el Control (p < 0,05). Al
evaluar la fase de dafio estructural a los 14 dias,
la sobreexpresion de RANKL inducida por el LPS
se mantuvo marcadamente elevada y la supresion
de OPG persistié de forma severa, demostrando
la perpetuacion del microambiente inflamatorio
resortivo en el tiempo (Figura 1, paneles G y H).

Esto se ve reflejado en las densidades Opticas de
la relacion RANKL/OPG (Figura 1, paneles Fe
I), donde el grupo LPS duplico significativamente
sus valores respecto al Control, tanto a los 7 como
a los 14 dias de tratamiento, respectivamente (p
< 0,05). El tratamiento con valsartan fue capaz
de revertir, tanto a los 7 como 14 dias, la accién
del LPS en los parametros evaluados.

DISCUSION

Los hallazgos de la presente investigacion
demuestran de forma contundente que el Sistema
Renina-Angiotensina (SRA) tisular local ejerce
una regulacion directa sobre la homeostasis de la
cresta 0sea alveolar en la enfermedad periodontal
experimental. Al evaluar a los 7 y 14 dias de
tratamiento mediante microscopia confocal de alta
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resolucion, pudimos constatar que el desafio agudo
con LPS provoca una marcada sobreexpresion de
RANKL y un agotamiento reciproco de los niveles
protectores de OPG, elevando masivamente las
densidades Opticas de la relacion RANKL/OPG
(3-5).

Este desbalance molecular amplia
significativamente las observaciones previas de
nuestra linea de investigacién en este mismo
modelo biolégico, en el que evidenciamos que
el antagonismo del receptor AT, con valsartan
puede mitigar la leucocitosis y el estrés oxidativo
local (8,9). Asimismo, nuestros hallazgos previos
demostraron que el bloqueo de los receptores
AT, disminuye la activacion por fosforilacion de
factores transcripcionales clave, como p-NFkB
y la quinasa p-p38, en el tejido periodontal (10).

Al conectar cronoldégicamente estos
antecedentes, el presente estudio proporciona el
eslabon mecanistico final: la supresion de la via
de sefializacion NFkB/p-p38 aguas arriba lograda
por el valsartin—via clasicamente implicada
en la transcripcion de mediadores resortivos
(3-5)—conduce de forma directa a la regulacion
aguas abajo de la expresion de RANKL y al
rescate sostenido del escudo endogeno de OPG
en la cresta alveolar a los 7 y 14 dias. Esta
preservacion de la OPG en la fase cronica (14 dias)
es especialmente relevante, ya que interrumpe el
circuito de retroalimentacién inflamatoria que
perpetua la actividad osteoclastica. Por lo tanto,
el valsartan interviene de manera pleiotropica y
protectora en el destino de la matriz mineralizada
profunda, regulando el acoplamiento celular (11)
y estabilizando la relacion RANKL/OPG a niveles
equivalentes a los del grupo control.

En conclusion, el bloqueo selectivo del
receptor AT, con valsartin ejerce un efecto
protector significativo sobre la integridad de la
cresta dsea alveolar en la enfermedad periodontal
experimental, limitando eficazmente la pérdida
O0sea de manera independiente de los cambios
hemodinimicos sistémicos (6). Al evaluar los
periodos temporales de 7 y 14 dias, se evidencio
que la intervenciéon farmacoldgica frena la
seflalizacion pro-resortiva mediante la atenuacion
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de la sobreexpresion de RANKL y el rescate
simultineo del escudo protector endégeno de
OPG. Al normalizar por completo la relacion
RANKL/OPG desde la fase temprana y mantener
su estabilidad en la cronicidad, este estudio
consolida al SRA tisular local como una diana
terapéutica pleiotrépica clave para mitigar la
destruccion del soporte mineralizado del elemento
dentario, lo que abre nuevas perspectivas en el
manejo integral de la pérdida 6sea inflamatoria.
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