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RESUMEN:

La endocarditis es una enfermedad de origen bacteriano que ocasiona la inflamacién del
endocardio. Diversos estudios sefalan que los microorganismos presentes en la placa
dentobacteriana o componentes de la pared pueden ocasionar este padecimiento.

Entre los componentes que provocan este padecimiento se encuentran los lipopolisacaridos,
moléculas que se encuentran en la membrana externa y que juegan un importante papel en la
promocién de respuestas inflamatorias.

Por otra parte, los flavonoides son moléculas derivadas de vegetales que entre otras funciones
promueven una respuesta antiinflamatoria.

Por este motivo, partimos de la hipétesis de que el tratamiento con lipopolisacaridos ocasionara la
activacion de cinasas intracelulares que regulan la expresién de genes involucrados en respuestas
promotoras de procesos inflamatorios.

El objetivo de este estudio consistio en evaluar el efecto de los lipopolisacaridos obtenidos de
Porphyromonas Gingivalis sobre la activacion de cinasas involucradas en la transduccion de
sefales y determinar si los flavonoides regulan éstas respuestas intracelulares.

Para la realizacién de estudio se utilizé la linea celular H9¢c2 y mediante ensayos de western-blot,
se estudié la activacion de ERK 'z, p38, JNK, usando al lipopolisacarido como ligando externo y
utilizando estas técnicas se determin6 el papel de los flavonoides sobre la activacién de estas
cinasas.

Los resultados de esta investigacion han sido adecuados a la linea inicial de la hipétesis, ya que se
ha comprobado que los flavonoides disminuyen la fosforilacién de las MAPk Erk, y p38. Como se
mostrara en los resultados, las células que fueron previamente tratadas con flavonoides
disminuyeron considerablemente la fosforilacion, sugiriéndonos una disminuciéon de la actividad
que dicha proteina realiza.

En este trabajo he querido demostrar el efecto de los flavonoides en el control o inhibicién de
algunas cascadas celulares que promueven la inflamacion, como es el caso de las MAPK
estudiadas en cardiomiocitos de rata (H9c2). Este estudio es uno de los primeros pasos a seguir ya
que demuestra la relacion directa entre las sustancias vegetales llamadas flavonoides y la
inflamacion, tan presente en todas las afecciones de caracter periodontal; nuestro estudio fue
enfocado a cardiomiocitos, pero es perfectamente estudiable para fibroblastos, abriendo una nueva
linea de investigacién para controlar las reacciones inflamatorias que se dan a nivel oral y a nivel
general.



INTRODUCCION,

Entre las enfermedades dentales de mayor prevalencia en el mundo se encuentran la caries y la
enfermedad periodontal. La etiologia de ambas enfermedades ha sido ampliamente descrita y se
ha demostrado que estan involucradas a microorganismos especificos presentes en la placa
dentobacteriana. En la caries dental se produce la desmineralizacion del esmalte promovida por los
acidos que liberan determinadas bacterias presentes en la placa dentobacteriana, como los
estreptococos y lactobacilos. Por otra parte, la enfermedad periodontal afecta los componentes del
periodonto (encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar) lo que conlleva a la pérdida de
las piezas dentales. Este padecimiento estd asociado a microorganismos designados como
colonizadores tardios entre los que se encuentran Aggregatibacter actinomycetencomitans,
Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola entre otros (1). Los dos primeros organismos,
ocasionan la enfermedad por su capacidad de adherirse a las diferentes células presentes en el
periodonto y Treponema denticola por la habilidad de introducir una proteasa similar a
quimiotripsina humana en las células.

Tanto la caries como la enfermedad periodontal son ocasionadas por microorganismos que se
desarrollan en la placa dental (que cuando colonizan las superficies dentales hasta el borde
gingival se denomina placa supragingival y cuando coloniza por debajo del borde gingival se
denomina placa subgingival). Sin embargo, estos microorganismos presentes en la placa
dentobacteriana no solo pueden ocasionar infecciones a nivel bucal, sino que también pueden ser
nocivos a otras partes del organismo. Se ha establecido con certeza que los microorganismos de la
placa dentobacteriana pueden ocasionar trombosis coronaria, infarto y endocarditis; asi como
pneumonia, afecciones pulmonares, entre otras.



1.1 ENFERMEDAD PERIODONTAL.

El periodonto es el conjunto de tejidos que se encuentran alrededor del diente, el cual tiene la
funcién de brindarle soporte a los érganos dentario, asi como proteccién. Estos tejidos van a ser
cuatro, los cuales se van a dividir en dos tejidos duros, o mineralizados, el cemento radicular, y el
hueso alveolar, y otros dos tejidos blandos, los cuales van a ser las fibras del ligamento periodontal
y el tejido epitelial (Fig. 1).

Cuspide —
Esmalte ——
Dentina
Encfa
Pulpa
Cementn
LIGAMENTO
PERIODONTAL
Hueso
alveolar
Apice

Fig. 1 Estructura del Periodonto.
En el esquema se muestra la estructura del periodonto, formado por encia, hueso alveolar, ligamento
periodontal y cemento.

Se pueden presentar un sinnimero de padecimiento periodontales, pero los mas comunes son
dos, 1) Gingivitis, que va a ser una inflamacién gingival causada frecuentemente por la
acumulacién de bacterias o placas bacterianas, este padecimiento, es una de las enfermedades
mas comunes en la poblacién mundial, y se va a presentar con enrojecimiento de la encia, y con
sangrado frecuente de la misma; 2) La periodontitis, es una enfermedad, que va a comprometer la
sujecion de los érganos dentarios, ya que en este padecimiento va a existir una migracién del
epitelio de union (Fig. 2).

Healthy Periodghtal

Receding gums

Inflamed gums.

Plaque

Fig. 2 Esquema que muestra un corte transversal de periodonto sano y con el padecimiento de la enfermedad
periodontal.



1.1.2 PATOGENICIDAD BACTERIANA.

Las interacciones bacteria-hospedero son completamente dinamicas, ya que cada uno de ellos
modifica sus actividades en funcién del otro. Por lo tanto, el resultado de esta interaccién
dependera de las caracteristicas del agente y de la capacidad del hospedero de defenderse frente
a él. En esta interaccion el agente puede ser un patdgeno primario, es decir, que pueda causar
enfermedad en individuos inmunocompetentes que no muestran ningun factor predisponente a la
infeccién, o ser un patégeno oportunista que necesita de hospederos cuyos factores defensivos
estén alterados (1). Estos patdégenos oportunistas muchas veces pertenecen a nuestra microbiota y
son capaces de producir enfermedad, si el hospedero se lo permite, al abandonar su habitat
natural e instalarse en un sitio diferente.

El resultado de las relaciones bacteria-hospedero depende de tres factores principales:
1) El numero de organismos presentes en el hospedero.

2) La virulencia del organismo.

3) Las defensas del hospedero frente al organismo.

L1.2.1. FACTORES DE VIRULENCIA.

Los factores de virulencia corresponden a los productos bacterianos o estrategias que utilizan las
bacterias para dafar al hospedero. Estas estructuras se pueden clasificar en aquellos que danan al
hospedero: exotoxinas, enzimas hidroliticas, endotoxinas y productos bacterianos que
desencadenan una respuesta autoinmune y por otra parte las bacterias poseen factores de
virulencia que promueven la colonizacién y sobrevida de ellas en nuestro organismo (Ver Tabla 1).

Tabla 1. RELACION ENTRE FACTORES DE VIRULENCIA'Y SUS FUNCIONES.

Factores de Virulencia. Funcién.
Pili. Adherencia superficies mucosas.
Adhesinas no fimbriales. Permiten unién firme a células del hospedero.
Fagocitosis forzada de la bacteria por células
Moléculas que inducen el reordenamiento que
del citoesqueleto de la célula hospedera. normalmente no son fagociticas; movimiento de

la bacteria dentro del hospedero.

Motilidad y quimiotaxis. Permite llegada a las superficies mucosas.

Cépsulas. Previenen la ingesta de fagocitos; reducen la
activacion del complemento.

slgA proteasas. Previenen el atrapamiento de la bacteria en el
mucus.




ADHERENCIA.

La adherencia es la capacidad del microorganismo para fijarse y colonizar el o los tejidos del
hospedero. La colonizacion corresponde a la primera etapa de una infeccion. En esta etapa la
bacteria se establece en un sitio de entrada, que puede incluir el tracto digestivo, respiratorio,
urogenital, piel o conjuntiva.

Para que una bacteria logre adherirse o fijarse a la superficie de células eucariotas, debe emplear
propiedades quimiotacticas y estructuras de adherencia llamadas adhesinas, que participan en la
fijacién a receptores especificos (2). Se requiere de la interaccion receptor-ligando. Los receptores
del hospedero son normalmente carbohidratos o residuos peptidicos a los cuales se fija la bacteria
mediante sus adhesinas. Las adhesinas bacterianas corresponden normalmente a componentes
de la superficie celular (capsulas, pared celular, fimbrias, etc.), ambos, adhesina y receptor
interaccionan de una forma especifica, similar a lo que ocurre en una reaccion enzima sustrato
especifico o antigeno/ anticuerpo.

INVASIVIDAD.

Una bacteria es capaz de invadir al hospedero si ha completado con éxito la adherencia y
multiplicacion inicial, ha superado o traspasado los mecanismos de defensa del hospedero, y tiene
la capacidad de producir sustancias extracelulares que faciliten la invasién (1,2).

Existen enzimas que actlan localmente para dafar las células del hospedero y tienen el efecto
inmediato de facilitar el crecimiento y diseminacién del patégeno, ademas pueden actuar en sitios
vecinos al area de crecimiento bacteriano y no necesariamente destruyen las células (Tabla 2).

Tabla 2: Relacién de enzimas bacterianas con sus funciones.

ENZIMA. AGENTE PRODUCTOR. FUNCION.
Streptococcus. Atacan el cemento intersticial
Hialuronidasas. Staphylococccus. del tejido conectivo de-
Clostridium. polimerizando el acido
hialurénico.
Clostridium hystoliticum. Rompen el colageno del tejido
Colagenasas. Clostridium perfringens. muscular, lo cual facilita la
gangrena gaseosa
Degradan el acido
Neuraminidasas. Vibrio cholerae. neuraminico, un cemento
Shigella dysenteria. intercelular del tejido epitelial

de la mucosa intestinal.

Convierten el plasminégeno
inactivo a plasmina, la cual
Estreptoquinasa y Streptococcus. digiere la fibrina, previniendo la
Estafiloquinasa. Staphylococcus. coagulacién de la sangre. La
ausencia de fibrina en el sitio
de la lesién, permite que el
patégeno difunda rapidamente
desde el sitio de la infeccion.




TOXICIDAD.

Las toxinas son proteinas solubles secretadas por la bacteria durante su crecimiento exponencial,
de alta actividad biolégica en sitios alejados del punto original de invasién y crecimiento del
patégeno (3).

La capacidad de un microorganismo para producir éstas y la potencia de ellas son factores muy
importantes en la produccion de una enfermedad. Las toxinas bacterianas pueden ser clasificadas
en dos grupos: exotoxinas, toxinas excretadas hacia el medio externo y endotoxinas, estructura
bacteriana, correspondiente al lipopolisacarido presente en bacterias Gram-negativa.

En la tabla 3 se presenta una comparacion entre las exotoxinas y las endotoxinas.

Tabla 3.
Diferencias entre las Toxinas Bacterianas.

EXOTOXINAS. ENDOTOXINAS.

Secretadas por bacterias Gram (+) y Gram (-). Forma parte de la estructura Gram (-).

Polipéptidos (PM = 50-10000 kDa).

Lipolisacérido (LPS) (PM= 10kDa).

Proteinas difusibles.

Parte de la membrana externa.

Relativamente inestables a 60°C.

Relativamente estables a 60°C.

Generalmente antigénica
Estimula la produccion de antitoxinas.

Estimula la formacién de anticuerpos no
protectores.

Se puede transformar en toxoide.

No se transforma en toxoide.

Poder téxico elevado (1 ug).

Toxicidad relativamente baja (> 100 pg).

Alta especificidad.

Baja especificidad.

Normalmente con actividad enzimatica.

Sin actividad enzimética.

No induce fiebre.

Induce fiebre.
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1.1.2.2. ENDOTOXINAS BACTERIANAS.

Las endotoxinas bacterianas son elaboradas por las bacterias Gram-negativas. La envoltura celular
de estas bacterias va a estar compuesta por una membrana citoplasmatica, una pared celular
delgada de peptidoglicano, que rodea a la anterior, y una membrana externa que recubre la pared
celular de estas bacterias. Entre la membrana citoplasmatica interna y la membrana externa se
localiza el espacio periplasmico relleno de una sustancia denominada periplasma, la cual contiene
enzimas importantes para la nutricién en estas bacterias (2).

La membrana externa contiene diversas proteinas, siendo una de ellas las porinas o canales
proteicos que permiten el paso de sustancias, a través de la estructura. También presenta unas
estructuras llamadas lipopolisacaridos (LPS), formadas por tres regiones: el polisacarido O
(antigeno O), una estructura polisacarida central (KDO) y el lipido A (endotoxina) (Fig.3).

La parte exterior de la membrana comprende un complejo de lipopolisacaridos cuya parte lipidica
actla como una endotoxina y es responsable de la capacidad patégena del microorganismo (4).
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Este componente desencadena una respuesta inmune innata que se caracteriza por la produccion
de citocinas y la activacion del sistema inmunoldgico. La inflamacién es una consecuencia comun
de la produccién de citocinas, que también pueden producir toxicidad. Si la endotoxina entra en el
sistema circulatorio, provoca una reaccién toxica con aumento de la temperatura y de la frecuencia
respiratoria y disminucién de la presion arterial.
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1.1.3 MICROORGANISMOS PERIODONTO-
PATOGENOS.

Un milimetro cubico de placa dental contiene cerca de 100 millones de bacterias, segun Thoden
van Velzen y puede servir como un reservorio para la persistencia de los posibles agentes
patégenos.

Los microorganismos que componen la placa dentobacteriana estan conformados por mas de 500
microorganismos que se agrupan en 22 géneros. La placa coloniza la superficie de los dientes y el
epitelio mucoso formando la placa supra y subgingival.

La cavidad bucal es estéril en el momento del nacimiento, pero entre las 6 y 10 horas se establece
una flora microbiana compuesta principalmente por organismos aerobios. Los anaerobios aparecen
en algunas bocas en los 10 primeros dias (1). Con la edad, aumentan los anaerobios, pero los de
tipo facultativo siguen predominando numéricamente. El calculo microscépico de microorganismos
presentes en la saliva oscila de entre 43 millones a 5 500 millones de microorganismos por mililitro,
con un promedio de 750 millones (Tabla 4). En la tabla se resume la informacién obtenida de un
censo representativo de la poblacién bacteriana de la saliva. Asi mismo, en la boca hay hongos,
incluso Candida, Cryptococcus y Saccharomyces y protozoos como Entamoeba gingivalis y
Tricomonas texas.

Tabla 4. FLORA NATURAL DE LA SALIVA HUMANA
GRUPO AISLADOS PREDOMINANTES DEL
BACTERIANO. GRUPO. PORCENTAJE.
Cocos facultativos | Los estreptococos representan 41% de 46.2
Gram-positivos. todos los aislados y se componen de

Streptococcus salivarius, Streptococcus

mitis y pequenas cantidades de

enterococos; el resto son estafilococos.
Cocos anaerobios Veillonella. 15.9
Gram-negativos.
Cocos anaerobios Peptostreptococcus o peptococos. 13
Gram-positivos.
Bacterias facultativas Difteroides, Actinomyces. 11.8
Gram-positivas.
Bacterias anaerobias Campylobacter sputorum, 4.8
Gram-negativas. Porphyromonas, Fusobacterium.
Bacterias anaerobias Propionibacterias, Actinomyces. 4.8
Gram-positivas.
Bacterias facultativas No identificadas. 2.3
Gram-negativas.
Cocos facultativos No identificadas. 1.2
Gram-negativos.

La mayoria de las bacterias salivales provienen del dorso de la lengua, de donde son desprendidas
por accién mecanica; cantidades menores vienen del resto de las mucosas bucales. El nimero de
microorganismos aumenta temporalmente durante el sueno, y decrece después de las comidas y el
cepillado.
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La placa dentobacteriana, por mucho tiempo se ha considerado que esta confinada Unicamente a
la encia, las mucosas, lengua, superficie de los dientes y membranas. Sin embargo, bacterias
como Aggregatibacter actinomycetemcomitans'y Porphyromonas gingivalis invaden tanto células
epiteliales como tejido conectivo lo que ocasiona inflamacion de las encias y sangrado lo que
ocasiona el ingreso de microorganismos de manera sistémica y promueve la enfermedad. De igual
forma otros procedimientos como el cepillado dental, cirugias, extraccion de piezas dentales
promociona el ingreso de las bacterias en el torrente sanguineo (5).

Entre los patdgenos periodontales, de mayor patogenicidad vamos a encontrar: Campylobacter
recto, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, y
Tannerella forsythia (6).

Recientes estudios han demostraron que no sélo patégenos periodontales, como Porphyromonas
gingivalis y Prevotella intermedia, estan exclusivamente presente en el espacio subgingival de
pacientes enfermos, sino que también se ha visto que estos microorganismos pueden colonizar
otros sitios, incluyendo zonas supragingivales, como lengua, mejillas, etc. Esto indica que estas
bacterias Gram negativas anaerobias también estan presentes en una atmdsfera aerdbica (7).
Ademas, estos patdgenos se encontraron en zonas sub y supragingival y placas dentobacterianas
de sujetos sanos (9). Estos resultados implican que la colonizacién por estos patdégenos puede
ocurrir en un medio ambiente aerdbico o anaerdbico, ya sea tanto de sujetos sanos como
enfermos; cabe destacar que en paciente sanos, estas bacterias se encuentran como bacterias
comensales. Sin embargo, cuando las bacterias comensales se agrupan y adquieren la
organizacion necesaria, puede transformar su entorno y adquieren un estado patégeno, una
implicacion mas importante es que esta conversion puede ser causal de la aparicién de la
enfermedad periodontal.

Estos agentes patégenos bacterianos, incluyendo Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia,
y Tannerella forsythia, son patégenos oportunistas y, por lo tanto, no siguen postulados de Koch
(13). Los patégenos oportunistas son agentes infecciosos que normalmente no induce la
enfermedad en un huésped sano, pero puede afectar a las personas con un mal funcionamiento o
que se encuentren inmunodeprimidos.

P. gingivalis se encuentra destacado en los sujetos con periodontitis, mientras que la incidencia de
esta bacteria en los sujetos sanos es muy baja (2% en el surco, 0% en lengua y mejilla mucosa).
Resulta interesante, que la incidencia de P. gingivalis en el surco gingival va en aumento,
directamente proporcional en relacién con la severidad de la enfermedad periodontal.
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Los microorganismos Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis 'y
Treponema denticola se consideran los colonizadores tardios, colonizan inicialmente el surco
gingival y posteriormente la bolsa periodontal. En respuesta al proceso invasivo, el hospedero
moviliza y libera leucocitos polimorfonucleares y citocinas. Esta respuesta del hospedero constituye
un mecanismo de defensa que al ser un estimulo de naturaleza cronica ocasiona la destruccion de
los tejidos periodontales, que en ocasiones involucra el hueso alveolar y conlleva a la pérdida del
6rgano dentario.

Porphyromonas gingivalis. Este microorganismo se adhiere con todos lo componentes de la
cavidad oral. Como con las células epiteliales, monocitos, eritrocitos, se une a otras bacterias, a
componentes salivales y a proteinas de la matriz extracelular como fibronectina, fibrinégeno y
colagena.

Se agrega a microorganismos como actinomyces y estreptococos. Entre los componentes de la
bacteria que intervienen en la agregacion se encuentran fimbrias, proteasas y vesiculas.

La bacteria presenta dos tipos de fimbrias: las mayores (8,9) y fimbrias menores (10). La fimbria
mayor promueve la congregacion de microorganismos tales como Streptococcus gordonii (11,12) y
Actiomyces viscosus. De igual manera esta fimbria participa en la adherencia la superficie dental
por asociacion con la pelicula dental, a células epiteliales y fibroblastos.

Esta bacteria sintetiza proteasas, colagenasas, peptidasas y hialuronidasas. Las proteasas sirven
como vehiculo para la congregacién de microorganismos como Actinomyces viscosus y en la
adherencia a células epiteliales y fibroblastos (13,14).

Produce vesiculas que son liberadas de su superficie, las cuales contienen lipopolisacaridos. Asi
mismo se ha demostrado que esta vesiculas se adhieren a Actinomyces viscosus a matriz
extracelular entre las que incluyen colagena, laminina, fibronectina y fibringeno (15,16).

Se ha demostrado que la fimbria mayor induce la activacion de una enzima, una cinasa que
participa en la fosforilacién de una proteina de 68 kDa. Se ha observado de igual forma que la
adherencia de la bacteria promueve la formacion de “coated pits” en la superficie de las células
epiteliales lo que sugiere que la internalizacion de la bacteria se lleva a cabo por el modelo clasico
de endocitosis (17,18).

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Entre los mecanismos de adherencia que utiliza
esta bacteria se encuentran las fimbrias, vesiculas y material proteico amorfo.

Las fimbrias de estas bacterias juegan un papel importante en la adherencia a células epiteliales,
hidroxiapatita, y a fibroblastos.

Esta bacteria produce vesiculas extracelulares que participa en la adherencia. Produce asi mismo
una leucotoxina, que es un importante factor de virulencia que promueve la destruccion de
leucocitos polimorfonucleares y macroéfagos.

Secreta un material amorfo extracelular que permite la adherencia de otras bacterias que
presentan una adhesividad débil facilitando de esta forma la colonizacién de otras bacterias (19).
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1.2 RELACION DE LAS ENFERMEDADES
PERIODONTALES CON OTROS
PADECIMIENTOS SISTEMICOS.

Los pacientes que padecen enfermedad periodontal pueden aumentar el riesgo de desarrollar
enfermedades sistémicas como la diabetes mellitus, enfermedad pulmonar, enfermedad del
corazdn y derrame cerebral (20). También parece tener una relacion directa con otras
enfermedades crénicas como la osteoporosis, la artritis y la enfermedad de Alzheimer (20).

La diabetes mellitus es el resultado de una degeneracion del metabolismo de la glucosa debido a
la disminucion de la produccién o de respuesta a la hormona insulina liberada por células
especializadas dentro de los islotes de Langerhans en el pancreas. Puede conducir a la ceguera,
neuropatia periférica, nefropatia, infecciones secundarias, las enfermedades del corazén y
enfermedad periodontal. La diabetes incontrolada se piensa que es un factor de riesgo grave para
periodontitis (21,22). De un punto de vista médico, la enfermedad periodontal podria influir en el
curso de la diabetes. La evidencia sugiere que los padecimientos periodontales se asocia con mal
control glucémico en prediabéticos y el tratamiento de la enfermedad periodontal mejora el control
glucémico en pacientes diabéticos (23,24).

Las enfermedades respiratorias (especialmente neumonia) es una causa comun de mortalidad en
los adultos mayores. La cavidad oral, es proxima y contigua a la traquea, por lo que es un punto
potencial de entrada de patdgenos respiratorios, y los dientes pueden servir como un importante
reservorio de estos patdgenos (25). Estas colonias de biofilms se encuentran en las superficies,
tales como protesis o dientes. Una vez establecido en biofilms, los agentes patdégenos pueden ser
aspirados o derramados en la parte inferior de las vias respiratorias, aumentando el riesgo de
infeccion (26).

Azarpazhooh y Leake (27) llevaron a cabo una revision sistematica en la que encontraron que la
mejora de la higiene bucal y la frecuencia de atencién de profesionales en el cuidado de la salud
oral redujo la progresion o aparicion de enfermedades respiratorias entre los adultos de edad
avanzada que se encontraban en alto riesgo de desarrollar enfermedades respiratorias y vivian en
hogares de ancianos.

La higiene bucal y la frecuencia de profesionales de atencién de la salud oral también pueden ser
buenas para el corazén y la salud del cerebro. Los estudios epidemiolégicos han encontrado una
fuerte asociacién entre la enfermedad periodontal y las enfermedades cardiovasculares o
accidentes cerebro-vasculares, especialmente en jovenes de sexo masculino (28,29).

En un estudio radiografico, con radiografia panoramica de pacientes de 60 a 75 arios de edad, los
investigadores encontraron una correlacion entre la pérdida de hueso alveolar y un aumento del
riesgo de experimentar enfermedades cardiovasculares (30).

La enfermedad periodontal, induce la recesién gingival y las posteriores caries radiculares podrian
conducir a un mayor riesgo de experimentar enfermedades cardiacas (31). Para los adultos
mayores, los investigadores han demostrado un aumento del 1,5% de probabilidades de sufrir
aterosclerosis y las enfermedades coronarias en aquellos pacientes mayores que han sufrido
periodontitis y pérdida de dental (32).

Uno de los peligros de la aterosclerosis es un mayor riesgo de sufrir un accidente cerebrovascular,

la enfermedad periodontal podrian estar asociadas con este aumento del riesgo. Un estudio caso-
control encontré que los hombres menores de 60 afios que habian tenido periodontitis severa
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presentaron un aumento del 4,3% de sufrir un accidente cerebrovascular que los pacientes del
mismo grupo de edad que habian presentado la enfermedad leve o no la habian padecido (32).

La artritis severa también puede disminuir la calidad de vida de los pacientes, y la pérdida de
hueso alveolar se ha asociado con artritis (33). Bartold y colaboradores (34) plantaron la hipétesis
de que existe una comun des-regulacion de las vias proinflamatorias, tanto en la periodontitis como
en la artritis, y sugieren firmemente que aquellos pacientes que tienen artritis tienen grandes
probabilidades de padecer periodontitis.

La enfermedad periodontal se asocia significativamente con la pérdida de hueso alveolar y el auto-
reporte de osteoporosis (35). Algunos estudios indican que la terapia de reemplazo hormonal para
la prevencién de la osteoporosis en las mujeres también reduce el riesgo de sufrir la pérdida de los
dientes (36,37), pero los estrogenos no ha sido utilizado como un agente potencial de reducir la
pérdida de dientes en las mujeres de edad avanzada.
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2. EFECTOS EN TIPOS CELULARES.

2.1. RECEPTORES SEMEJANTES A TOLL.

En el afio de 1997, se descubribé en vertebrados un receptor homoélogo al que esta presente en la
mosca Drosophila melanoganster al que se designé como receptor semejante a Toll (TLR de su
abreviatura en inglés). Y a partir de su descubrimiento hasta el momento se han descubierto 10
diferentes receptores en humanos y 13 en ratén.

Se ha descubierto que este es un sistema inmune innato. La mayoria de las TLRs interactdan con
factores microbianos que son rara vez o casi nunca encontrados en células o tejidos mamiferos y
son definidos como modelos moleculares de asociacion patégena (PAMP). De los ligandos
conocidos que reconocen los TLRs del 1 al 10 y los microorganismos que poseen el ligando se
listan en la tabla 5 (38). Los receptores TLR 1 y TLR6 no reconocen a los PAMP directamente pero
parecen estar regulados por la respuesta del TLR2 al &cido lipoteicoico de las bacterias.

Tabla 5. RECEPTORES TIPO TOLL Y SUS LIGANDOS

Receptor Encontrado en
TLR1 Regulado por TLR2
TLR2 Lipoarabinomannan (Mycobacteria)

Acido lipoteicoico (bacterias Gram-pos)
Peptidoglicanos (bacterias Gram-pos)

TLR3 ?

TLR4 LPS (bacterias Gram-neg)
TLR5 Flagelina (muchas bacterias)
TLR6 Regulado por TLR2
TLR7 ?

TLR8 ?

TLR9 DNA CpG motifs
TLR10 ?

AUn no es claro si los ligandos que reconocen los TLRs se unen directamente a ellos. La unién de
algunos ligandos a las células con elementos de respuesta de TLR requiere de la participacion de
una proteina co-receptora como CD14, para el LPS de las bacterias. CD14 no es una proteina
transmembranal pero esta atado a un extremo de la membrana plasmatica de las células por la
unién de glicosilfosfatidilinositol. Ademas, la uniéon del LPS con el CD14 se aumenta por la
participaciéon de otras dos proteinas: la proteina de union de LPS (LBP) y CD55. Se piensa que
LBP y CD55 que juegan un papel en la unién del LPS y luego transfieren el LPS a CD14 que se
asocian a TLR4 (Fig. 4).
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Fig. 4. Representacion del TLR 4 y sus proteinas co-receptoras.
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Después de la respuesta con su ligando afin, un TLR comienza la sefalizacion de la célula. La
sefalizacién procede por medio de rutas bioquimicas; la via que mejor se ha caracterizado es la de
la activacién de la ruta del factor nuclear-kB (NF-kB). La unién de los ligandos desencadena la
dimerizacién del TLR, lo cual significa que dos ligandos se asocian con los TLRs. Este evento
recluta moléculas de sefalizacion adicionales al complejo del receptor en el citoplasma de la célula
activada. El reclutamiento se logra a través de eventos de multimerizacion entre dos tipos
diferentes de dominios de proteinas: el dominio TIR y el dominio muerto. El dominio TIR (nombrado
asi por su importancia en la senalizacion del receptor toll y la interleucina-1) esta presente en el
citoplasma de la cola de los TLRs y en la terminal C de la proteina MyD88. El dominio muerto
(nombrado asi por la observacién temprana de dominios en proteinas que median la via apoptosis)
estan presentes en la terminal N de la proteina MyD88 y en la proteina cinasa llamada receptor de
interleucina-1 asociada a cinasa (IRAK). De esta forma, MyD88 posee tanto al dominio TIR y al
dominio muerto y sirve como un puente entre el complejo TLR y las enzimas de senalizacion. Se
ha referido frecuentemente que MyD88 como una proteina adaptativa. Otra proteina adaptativa, la
proteina de adaptacion tipo MyD88 (MAL) transduce sefales del TLR4, después de la interaccidon
del TLR4 con el LPS bacterial y es parte de una cascada de sefializacion que es distinta de aquella
que es mediada por MyD88. La cascada de sefalizacion activada dentro de la célula involucra a un
nuamero de cinasas y otras enzimas y culmina en la activacién y translocacion nuclear de factores
de transcripcion como NF-kB, que resulta en la transcripcion de moléculas de importancia
inmunolégica o las citocinas (Fig. 5).
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Fig. 5. Mecanismos de sefializacién a partir del TLR 4.

La via de senalizacion usada por la familia de los receptores TLR esta muy reservada con respecto
a la evolucion, y genes ortélogos de esta via de sefalizacién se han encontrado en numerosos
mamiferos, insectos y plantas. En insectos, la via de sefalizacién ortloga es también responsable
de mediar el desarrollo de la parte dorso ventral durante la embriogénesis. Esta misma via de
sefalizacién media la produccién de péptidos antimicoéticos, en moscas de fruta. Por lo tanto la via
de senfalizacién de los TLR se puede derivar de una respuesta antigua de evolucién a la infeccion
(38).

El sistema inmune innato reconoce a los microorganismos que se encuentran en individuos sanos
y de forma mas tardia la respuesta adaptativa del sistema inmune responde a las moléculas
patégenas mediante la sintesis se anticuerpos. La respuesta innata se activa porque los
receptores denominados Toll reconocen diferentes patrones asociados a patégenos.

2.2, SISTEMA DE TRANSDUCCION DE TLR.

La activacion de los receptores deriva en a la produccién de citocinas que inducen procesos
inflamatorios y moléculas anti-microbiales como 6xido nitrico, es decir activa a componentes del
sistema inmune. De esta forma se activa a los macréfagos para que eliminen a los
microorganismos invasores.
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Los TLR presentes en células dendriticas cuanto son activados estimulan a las células T para su
expansion y diferenciacién y se esta forma se inicia la respuesta inmune adaptativa. Otra funcion
adicional de los TLR es inducir la expresion de moléculas co-estimatorias como B7-1 (CD80) y B7-
2 (CD86) que son indispensables para activacion de la respuesta inmune adaptativa.
Estructuralmente los receptores Toll se consideran proteinas de membrana tipo I, que contienen un
motivo repetido de Leucinas y un motivo de sefializacién que es similar al del receptor a IL-1. Este
motivo de sefalizacién actualmente se denomina "receptor Toll-II-1" (TIR).

Cada receptor Toll activa un gran nimero de vias de transduccién. La porcion TIR de estos
receptores unen a moléculas adaptadores como MyD88 (proteina de respuesta primaria para la
diferenciacion mieloide); TIRAP (proteina adaptadora que contiene el dominio TIR); TRIF (Dominio
TIR que contiene al adaptador inductor de Interferon ) y TRAM ( molécula adaptadora relacionada
a TIR).

2.3. RECEPTORES TOLL EN LA ENFERMEDAD AL
MIOCARDIO.

Los receptores Toll no se expresan de forma exclusiva en el sistema inmune se expresan también
en células vasculares y cardiacas. En donde se expresan los tipos 2, 3, 4 y 6. Los receptores Toll2
participan en respuesta al estrés oxidativo. El bloqueo de los receptores Toll2 inhibe la activacion
de NFkB inducida por peroxido de hidrégeno y disminuye los efectos tdxicos del perdxido de
hidrégeno como la apoptosis. Los receptores TLR4 reduce la respuesta apoptética en
cardiomiocitos.

19



3. FLAVONOIDES.

Los flavonoides son compuestos fendlicos constituyentes de la parte no energética de la dieta
humana, incapaces de ser producidos de manera natural por el ser humano. Se encuentran en
vegetales, semillas, frutas y en bebidas como vino y cerveza. Se han identificado mas de 5.000
flavonoides diferentes. Aunque los habitos alimenticios son muy diversos en el mundo, el valor
medio de ingesta de flavonoides se estima como 23 mg/dia, siendo la quercetina el predominante
con un valor medio de 16 mg/dia. En un principio, fueron consideradas sustancias sin accion
beneficiosa para la salud humana, pero mas tarde se demostraron multiples efectos positivos
debido a su accion antioxidante y eliminadora de radicales libres (39).

Estos compuestos fueron descubiertos por el premio Nobel Szent-Gyérgy, quien en 1930 aisl6 de
la cascara del limon una sustancia, la citrina, que regulaba la permeabilidad de los capilares. Los
flavonoides se denominaron en un principio vitamina P (por permeabilidad) y también vitamina C2
(porque se comprobd que algunos flavonoides tenian propiedades similares a la vitamina C)(40).
Sin embargo, el hecho de que los flavonoides fueran vitaminas no pudo ser confirmado, y ambas
denominaciones se abandonaron alrededor de 1950.

Los flavonoides contienen en su estructura quimica un numero variable de grupos hidroxilo
fenolicos y excelentes propiedades de quelacion del hierro y otros metales de transicion, lo que les
confiere una gran capacidad antioxidante (41,42). Por ello, desempefan un papel esencial en la
proteccion frente a los fenédmenos de dano oxidativo, y tienen efectos terapéuticos en un elevado
nuamero de patologias, incluyendo la cardiopatia isquémica, la aterosclerosis o el cancer (43, 44).
Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente hacia los radicales hidroxilo y
superoxido, especies altamente reactivas implicadas en el inicio de la cadena de peroxidacion
lipidica (45) y se ha descrito su capacidad de modificar la sintesis de eicosanoides (con respuestas
anti-prostanoide y anti-inflamatoria), de prevenir la agregacion plaquetaria (efectos antitromboéticos)
y de proteger a las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacion (prevencién de la placa de
ateroma) (43, 46-48).

3.1. ESTRUCTURA QUIMICA.

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto comun de
difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados a través de un anillo
C de pirano (heterociclico). Los atomos de carbono en los anillos C y A se numeran del 2 al 8, y los
del anillo B desde el 2" al 6' (fig. 6). La actividad de los flavonoides como antioxidantes depende de
las propiedades redox de sus grupos hidroxifendlicos y de la relacién estructural entre las
diferentes partes de la estructura quimica (49).Esta estructura basica permite una multitud de
patrones de sustitucion y variaciones en el anillo C.
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Fig. 6. Composicion quimica de los flavonoides.

En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

1. Flavanos, como la catequina, con un grupo -OH en posicién 3 del anillo C.

2. Flavonoles, representados por la quercitina, que posee un grupo carbonilo en posicién 4 y un
grupo -OH en posicion 3 del anillo C.

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4 del anillo C y
carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.

4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicién 3 pero ademas poseen un doble
enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Caracteristicas estructurales importantes para su funcién (50):

a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxi.
b) La presencia de un doble enlace en posicion 2,3.
¢) La presencia de grupos hidroxilo en posicién 3 y 5.

La quercitina presenta las tres caracteristicas, mientras que la catequina solo presenta la segunda
y la diosmetina la primera (fig. 7).

Catequina Quercitina Diosmetina

Fig. 7. Estructura quimica de flavonoides prototipos.

Las propiedades acido-base muestran que los radicales flavonoides son neutros en un medio acido
(debajo de pH 3) y con una carga negativa a pH 7.
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Las repercusiones de la carga negativa son sumamente importantes en la evaluacién del potencial
antioxidante de los flavonoides (51):

1) El radical cargado negativamente no es probable que pase a través de la membrana celular.

2) La reaccion de los radicales flavonoides con la vitamina E, que es termodinamicamente factible
para algunos radicales flavonoides, tiene un obstaculo adicional a causa de la repulsion
electrostatica entre el anion del radical flavonoide y la membrana fosfolipidica cargada
negativamente, donde la vitamina E se incrusta.

3) La oxidacion de un solo electrén de los flavonoides por cualquier oxidante tendra una barrera
entrépica, porque por lo menos dos protones se intercambian en la reaccion. Los protones pueden
intercambiarse entre los reactantes o con el solvente en el estado de transicién, en este caso, la
interfase del enlace con hidrégeno debe tenerse en cuenta (51).

3.2, TIPOS Y FUENTES DE FLAVONOIDES.

Los flavonoides se encuentran en frutas, verduras, semillas y flores, asi como en cerveza, vino, té
verde, té negro y soja, los cuales son consumidos en la dieta humana de forma habitual y también
pueden utilizarse en forma de suplementos nutricionales, junto con ciertas vitaminas y minerales.

Los flavonoides se encuentran también en extractos de plantas como arandano, gingko biloba,
cardo, mariano o crataegus. Desempefan un papel importante en la biologia vegetal; asi,
responden a la luz y controlan los niveles de las auxinas reguladoras del crecimiento y
diferenciacion de las plantas. Otras funciones incluyen un papel antifingico y bactericida,
confieren coloracién, lo que puede contribuir a los fendmenos de polinizacién y tienen una
importante capacidad para fijar metales como el hierro y el cobre (52).

3.3. SINTESIS, ABSORCION Y METABOLISMO.

Su formacion tiene lugar a partir de los aminoacidos aromaticos, fenilalanina y tirosina y también de
unidades de acetato (53). La fenilalanina y la tirosina dan lugar al &acido cinamico y al &cido
parahidroxicinamico (54), que al condensarse con unidades de acetato, originan la estructura
cinamol de los flavonoides (55). Posteriormente se forman los derivados glicosilados o sulfatados.

El metabolismo de los flavonoides es intenso y una parte importante se excretan por la orina. La
transformacion de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en primer lugar en el higado,
por medio de reacciones de biotransformacion de fase | en las que se introducen o exponen grupos
polares; en segundo lugar en el colon mediante reacciones de biotransformacion de fase Il, en las
que microorganismos degradan los flavonoides no absorbidos. La conjugacion con el acido
glucurdnico, sulfatos, o glicina (56), parecen tener lugar tanto para los flavonoides como para sus
metabolitos procedentes del colon. Los conjugados, solubles en agua, pueden excretarse por la
orina (57).
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3.4 ACCION ANTIOXIDANTE DE LOS FLAVONOIDES.,

La capacidad de los polifenoles vegetales para actuar como antioxidantes en los sistemas
biolégicos fue ya reconocida en los anos treinta (58); sin embargo, el mecanismo antioxidante fue
ignorado en gran medida hasta hace poco tiempo. El creciente interés en los flavonoides se debe a
la apreciacion de su amplia actividad farmacologica. Pueden unirse a los polimeros bioldgicos,
tales como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones metdlicos transitorios,
tales como Fe2+, Cu2+, Zn2+, catalizar el transporte de electrones, y depurar radicales libres (59).

Los criterios quimicos para establecer la capacidad antioxidante de los flavonoides (49), son:

— Presencia de estructura O-dihidroxi en el anillo B; que confiere una mayor estabilidad a la forma
radical y participa en la deslocalizacién de los electrones.

— Doble ligadura, en conjuncion con la funcién 4-oxo del anillo C (59,60).

— Grupos 3- y 5-OH con funcién 4-oxo en los anillos A y C necesarios para ejercer el maximo
potencial antioxidante.

Los flavonoides retiran oxigeno reactivo especialmente en forma de aniones superoxidos, radicales
hidroxilos, perdxidos lipidicos o hidroperédxidos, de esta manera bloquean la accién deletérea de
dichas sustancias sobre las células. Sus efectos citoprotectores son patentes en fibroblastos de la
piel humana, queratinocitos, células endoteliales y ganglios sensoriales cultivados en presencia de
sulfoxina- utionina, un inhibidor irreversible de la glutatién sintetasa (61).

Diversos flavonoides han mostrado su eficiencia para eliminar los procesos de peroxidacion lipidica
del acido linoleico o de los fosfolipidos de las membranas, la peroxidacién de los glébulos rojos o la
autooxidacion de los homogeneizados de cerebro (62, 63). Asimismo, se ha comprobado su
potente capacidad de inhibir in vitro la oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por
los macrofagos y reducir la citotoxicidad de las LDL oxidadas (64, 65). De hecho, las poblaciones
que consumen productos ricos en flavonoides estadisticamente presentan menores riesgos de
afecciones cardiovasculares (48).

En ratas se ha podido observar que la quercetina mejora la funcién contractil del ventriculo
izquierdo y reduce la incidencia de trastornos de la conduccién cardiaca. El proceso se limita al
area isquémica, protegiendo la ultraestructura de las arterias coronarias, mejorando la circulacion
coronaria y previniendo la formacién de trombos intravasculares. También se han demostrado
efectos vasodilatadores en aorta aislada de ratas, efectos antitrombéticos y disminucién de las
lesiones de reperfusién del miocardio (46, 51). Ademas, evitan el dafo producido al endotelio
vascular al prevenir la sobrerregulacién de mediadores inflamatorios (IL-8, MCP-1 y ICAM-1) a
través de la citocina proinflamatoria TNF-a (61, 66).

Asimismo, se ha puesto de manifiesto que inhibe la peroxidacién lipidica producida por el hierro y
aumenta la concentracién de glutation en la mucosa intestinal de ratas alimentadas durante tres
dias con este flavonoides.

La funcién antioxidante de la quercitina muestra efectos sinérgicos con la vitamina C. El acido
ascorbico reduce la oxidacién de la quercitina, de manera tal que combinado con ella permite al
flavonoide mantener sus funciones antioxidantes durante mas tiempo.

Por otra parte, la quercitina protege de la oxidacion a la vitamina E, con lo cual también presenta
efectos sinergizantes. Se ha demostrado que los flavonoides inhibe la foto-oxidacién de la vitamina
E en la membrana celular de las células sanguineas en presencia de hematoporfirina como
fotosensibilizador (53).
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En el higado se ha descrito que la quercitina es capaz de inhibir la activacién de las células
estrelladas asi como la produccion de 6xido nitrico, alterando vias de expresion de proteinas
celulares (67) y en estudios in vitro se ha comprobado que diversos flavonoides inhiben la
expresion de la oxido nitrico sintetasa y la formacion de 6xido nitrico en macréfagos estimulados
por LPS (68).

Ademas, flavonoides como la quercitina y el kaempferol son importantes para el control de las
concentraciones intracelulares de glutation. Son capaces de aumentar el nivel de produccion de
glutatién en un 50%, induciendo el sistema antioxidante celular y contribuyendo asi a la prevencion
de enfermedades.

Los flavonoides protoantocianidicos pueden ser absorbidos por las membranas celulares y
protegerlas de la accién de los radicales libres. Tienen la ventaja de ser liposolubles e
hidrosolubles. Por eso, en contraste con otros antioxidantes que no poseen esa doble cualidad,
son capaces de atravesar la barrera hematoencefalica y pueden proteger a las células cerebrales,
que son muy sensibles a las lesiones producidas por los radicales libres.

Ademas combaten la inflamacién (65, 66) y las alergias y aumentan la efectividad de las células
natural killer del sistema inmunologico (66). Muchos de estos efectos antiinflamatorios y
antialérgicos podrian explicarse a través de su accién inhibidora sobre el factor de transcripcion
nuclear kappa B, activador de muchas citocinas proinflamatorias (67, 68). También ejercerian su
accion antiinflamatoria al inhibir las actividades enzimaticas del metabolismo del &cido
araquidonico por la via de la 5-lipooxigenasa (69), asi como por su actividad antiproteolitica al
inhibir algunas proteasas de la matriz.
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4. ENDOCARDITIS.

El corazén es un musculo, de forma cdnica, con paredes musculares bien desarrolladas (Fig. 8).
Esta situado en la porcidn inferior del mediastino anterior, sobre el centro tendinoso del diafragma.

uuuuu

scerals (cpicardium)

Fig. 8. Corazén (Aspecto anterior)

La pared del corazén consta de tres tunicas: la externa (pericardio), la intermedia (miocardio) y la
interna (endocardio).

El endocardio esta formado por fibras colagenas y elasticas, entre las cuales se distinguen células
del tejido conjuntivo y células de la musculatura lisa. Por el lado de las cavidades del corazon el
endocardio esta tapizado por un endotelio (70).

La endocarditis es una enfermedad que se produce como resultado de la inflamacion del
endocardio, un proceso inflamatorio localizado en el revestimiento interno de las camaras y
valvulas cardiacas, ya sea estas naturales o protésicas.

Se caracteriza por la colonizacion o invasion de las valvulas del corazén formando vegetaciones
compuestas por plaquetas, fibrina y microcolonias de microorganismos y, ocasionalmente, células
inflamatorias (71). Otras estructuras se pueden ver afectadas, como el tabique interventricular, las
cuerdas tendinosas, el endocardio mural o adn implantes intracardiacos.

La endocarditis bacteriana se produce cuando las bacterias del torrente circulatorio (bacteriemia)
se alojan en valvulas cardiacas anormales u otro tejido cardiaco dafado. Ciertas bacterias viven
normalmente en partes del cuerpo, como la boca y el aparato respiratorio superior, el tracto
intestinal, las vias urinarias y la piel. Algunos procedimientos odontolégicos y quirlrgicos provocan
una leve bacteriemia. La bacteriemia es comun después de muchos procedimientos invasivos,
pero solamente ciertas bacterias provocan comiunmente la endocarditis (72).
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4.1, FACTORES DE RIESGO.,

De entre los factores de riesgo mas comunmente asociado al desarrollo de la endocarditis estan el
consumo de drogas por via intravenosa, colocacion de vias de acceso permanente a las venas,
cirugias dentales, algunos defectos cardiacos, debilitamiento valvular y cirugia generales (76,77).
En la poblacién pediatrica, el principal factor de riesgo es la presencia de una cardiopatia congénita
(75).

Un corazén normal tiene un revestimiento uniforme y es dificil que las bacterias se le adhieran. Sin
embargo, las personas con cardiopatia congénita pueden tener zonas no uniformes en el
revestimiento del corazén debido a la presién de una abertura anormal, o de una valvula que no
cierre correctamente. Incluso después de la cirugia, las zonas no uniformes pueden persistir
debido a la formacion de tejido de cicatrizacion o parches utilizados para redirigir el flujo
sanguineo. Estas areas asperas dentro del corazén son puntos atrayentes y oportunos para que
las bacterias se acumulen y multipliquen (73).

En casi todos los casos de endocarditis infecciosa, los microorganismos necesitan un sitio de
fijacion, tal como una lesidén en el endotelio, o un trombo y otras lesiones cardiacas como, una
estenosis aértica (71). El lupus eritematoso sistémico y patologias de hipercoagulabilidad pueden
favorecer la deposicidon de vegetaciones y de microorganismos en ellos. Las bacterias mas
virulentas pueden adherirse directamente al endotelio intacto.

Los individuos con enfermedades cardiacas congénitas podrian tener un mayor riesgo de
desarrollar una infeccion dentro del corazdn. Existe un mayor riesgo entre las personas con
afecciones cardiacas cianoéticas crénicas o hipertension pulmonar (sindrome de Eisenmenger).
Otras afecciones congénitas que permanecen en riesgo son las que tienen defectos residuales que
causan un flujo sanguineo turbulento a través de las camaras del corazén y areas de reparacion
quirargica con materiales artificiales como parches o reemplazos de valvulas (73).

4.2. ETIOLOGIA.

Aunque la etiologia mas frecuente de la endocarditis es bacteriana, lo cierto es que los hongos y
virus también son considerados como agentes causales de la enfermedad (77). En otras ocasiones
resulta imposible identificar el organismo responsable del desarrollo de la endocarditis.

La mayor proporcion de los casos de endocarditis son producidas por un pequefio numero de
bacterias, los cuales llegan al torrente sanguineo por portales de entrada, como la cavidad bucal, la
piel y las vias respiratorias.

Las bacterias mas frecuentemente asociadas a la endocarditis infecciosa incluyen:

e  Streptococcus viridans.

e  Streptococcus pneumoniae; corresponde al 3 - 7% de los casos de endocarditis en nifios.

e Staphylococcus; cerca del 85% de los estafilococos coagulasa-negativos que causan
endocarditis de protesis valvulares son resistentes a la meticilina—; el S. aureus es la
causa mas frecuente de endocarditis infecciosa con una tasa bruta de mortalidad cercana
al 50% y aproximadamente la mitad de los casos no estan asociados a valvulopatias (70).

e Pseudomonas aeruginosa.

e Especies de Candida.

e Los microorganismos del grupo HACEK (Haemophilus, Actinobacillus, Cardiobacterium,
Eikenellay Kingella).
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Las infecciones que siguen a una prétesis valvular, implantacion de catéteres o de marcapasos o
dispositivos de desfibrilacién y cardioversion eléctrica, son consideradas infecciones nosocomiales
y suelen ser causadas por el Staphylococcus aureus. Las infecciones en consumidores de drogas
por via intravenosa también tienden a ser por S. aureus y casi todos son igualmente resistentes al
tratamiento con antibiéticos.

En ciertos casos se nota una combinaciéon concomitante de focos infecciosos, como la triada de
endocarditis, meningitis y neumonia, conocida como la triada de Osler, especialmente en adultos
(74). La glomerulonefritis suele aparecer como consecuencia de fendmenos inmunoldgicos post-
infecciosos.

Las bacterias pueden entrar al cuerpo de distintas formas. Segun la Asociacion Estadounidense
del Corazon (American Heart Association), algunas de las maneras mas comunes incluyen las
siguientes:

Procedimientos odontoldgicos (incluyendo la limpieza dental profesional).
Amigdalectomia o adenoidectomia.

Examen de las vias respiratorias con un instrumento conocido como broncoscopio rigido.
Ciertos tipos de cirugia (respiratorias, gastrointestinales, tracto urinario).

Cirugia de la vesicula biliar o de la prostata.

O O O O O

4.3. PATOGENIA.,

Las bacterias que causan endocarditis se ven favorecidas por la presencia en sus superficies de
proteinas fijadoras, como los glucanos sobre los estreptococos y las proteinas fijadoras de fibrina
sobre el S. aureus. Una vez adheridas las bacterias, se forma una densa red de plaquetas, fibrina y
microorganismos (Fig. 9). Estas estructuras pueden crear émbolos y causar infartos en sitios
distantes del corazon.

Fig. 9. Diseccién de un corazén con endocarditis.
Valvula mitral.

La endocarditis bacteriana es una enfermedad grave. Es una infeccién que puede causar un grave
dano al revestimiento interno del corazén y a las valvulas. En la mayoria de los casos, la infeccion
se puede tratar con fuertes antibiéticos administrados por via intravenosa durante varias semanas.
No obstante, puede producirse dafio cardiaco antes de que se pueda controlar la infeccion.
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4.4, DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD.

El grado de sospecha se incrementa en el momento en el que existen antecedentes de una
cardiopatia congénita, consumo intravenoso de drogas, fiebre reumatica o una intervencién dental
reciente. El examen fisico puede mostrar esplenomegalia.

Se puede detectar un nuevo soplo cardiaco o0 un cambio en un soplo cardiaco previo, lo cual esta
presente en cerca de la mitad de los pacientes con endocarditis (79). El examen de las ufias puede
mostrar hemorragias en astilla.

El examen oftalmolégico puede mostrar hemorragias retinales caracterizadas por un area central
clara (Ilamada manchas de Roth) y petequias que se pueden detectar en la conjuntiva. Las puntas
de los dedos de las manos se pueden agrandar y las ufas pueden encorvarse (Fig. 10).

E Dedos en palillo de tambor

Angulo normal
e la una

Angulo
distorsionado
del lecho de

la ufa

Fig. 10. Dedos hipocraticos.

En la endocarditis, los sintomas pueden generarse de un modo lento, dependiendo del
microorganismo infectante, que puede prolongarse semanas 0 meses, 0 en cambio, de modo
agudo, producido por microorganismos virulentos (76). No siempre existe una clara separacion
entre la forma aguda y la subaguda.

En mas del 50% de los pacientes se nota:
e Debilidad y fatiga.
e Escalofrios.
e Fiebre.
e Soplo cardiaco.

En menos de la mitad de los pacientes puede verse (79):
o Pérdida de peso.
Sudoracién excesiva y sudoracién nocturna.
Sangre en la orina u orina de color anormal.
Lesiones de Janeway, (manchas cutdneas en manos y pies).
Ndédulos de Osler (ganglios rojos y dolorosos en las yemas de los dedos).
Anomalias en las ufas.

O O O O O
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Examenes:

» Hemocultivo repetitivo y pruebas de sensibilidad (la mejor prueba para la deteccion).
» Serologia para ciertas bacterias.

= ECG.

= ESR (tasa de sedimentacion eritrocitica, elevada en <90 de los pacientes).

» Factor reumatoide y complejos inmunes circulantes.

» Radiografia del torax.

» Ecocardiograma transesofagico en adultos y transtoracico en nifos.

Criterios de Duke

Los criterios de Duke consisten en un esquema sumamente sensible y especifico para el
diagnoéstico de una endocarditis infecciosa y se dividen en dos; criterios mayores y criterios
menores (80).

Criterios mayores:

1. Hemocultivo positivo. Los organismos comunes asociados a una endocarditis infecciosa:
a) Streptococcus viridans, Streptococcus bovis, o el grupo de microorganismos HACEK.
b) Staphylococcus aureus adquirido en la comunidad o Enterococcus.
2. Microorganismos consistentes con una endocarditis infecciosa en hemocultivos definidos por:
a) Hemocultivos positivos tomados con mas de 12 horas de separacion.
b) Todos hemocultivos positivos (el 1ro y dltimo tomados con 1 hora de separacion)
3. Evidencia de trastornos en el endocardio en el ecocardiograma positivo, definido como:
a) Masas cardiacas oscilantes en la valvula o estructuras de soporte
Absceso.
Deshaderencia reciente de una valvula protésica.
Regurgitacién nueva de una valvula.

~
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Criterios menores:

1. Predisposicién: un trastorno cardiaco pre disponente o el uso de drogas intravenosas.

2. Fiebre: temperatura > 38.0° C.

3. Fenomenos vasculares: gran embolismo arterial, infarto pulmonar séptico, aneurisma miotica,
hemorragia intracraneal, hemorragias conjuntivales y lesiones de Janeway.

4. Fendbmenos inmunolégicos: glomerulonefritis, nodos de Osler, manchas de Roth.

5. Evidencia microbiolégica: hemocultivo positivo pero no cumple el criterio mayor.

6. Hallazgos ecocardiograficos consistentes con una endocarditis y que no caben dentro del
criterio mayor.

De acuerdo a los criterios de Duke para una endocarditis infecciosa, se requiere (81):
» Cumplimiento de dos criterios mayores.

» Cumplimiento de un criterio mayor y tres menores.
» Que estén presentes cinco criterios menores.
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4,5, PREVENCION.

La higiene oral es un paso importante para prevenir la endocarditis bacteriana. Las visitas
regulares al dentista para una revisacion y limpieza dentales son esenciales. La adecuada higiene
oral es fundamental, incluyendo el cepillado y uso de hilo dental con regularidad (73).

La American Heart Association, a partir del 2007, no recomienda la administracién de antibidticos
a los pacientes antes de los procedimientos dentales excepto a los pacientes con el mayor riesgo
de sufrir consecuencias graves a causa de la endocarditis.

Actualmente, se recomienda la profilaxis antibiética s6lo para las siguientes afecciones cardiacas:

Valvulas cardiacas protésicas (artificiales).

Antecedentes previos de endocarditis.

Enfermedad cardiaca congénita.

Recipientes de trasplante cardiaco con enfermedad de la valvula cardiaca.

O O O O

4.6. TRATAMIENTO

Con cierta frecuencia, se hace necesario hospitalizar al paciente con el fin de administrarle
tratamiento intravenoso de caracter antibiético. Es necesaria la antibioterapia por un tiempo
prolongado para erradicar la bacteria de las cadmaras y valvulas cardiacas. Cuando el tratamiento
es multidisciplinario, en especial con la intervencion de un equipo quirirgico la sobrevida mejora de
un 33% a un 88%, especialmente en ninos.

Frecuentemente, este proceso terapéutico se prolonga durante 6 semanas (78). Ademas, el
antibidtico seleccionado debe ser especifico para el organismo involucrado en este padecimiento,
lo cual se determina a través de un hemocultivo y de las importantes pruebas de sensibilidad. La
frecuencia de eventos tromboticos se reduce con la administracion de antibioticos.

En el caso de que se desarrolle una insuficiencia cardiaca como resultado de la afeccién véalvular
del musculo cardiaco o si el fendmeno infeccioso se esta separando en fragmentos pequenos,
dando lugar a una extensa una serie de accidentes cerebro vasculares, o existe evidencia de
lesiébn a un drgano, por lo general se hace necesaria una cirugia para reemplazar la valvula
cardiaca afectada.

4.7, COMPLICACIONES

Algunas de las complicaciones que podemos encontrar a partir de este padecimiento son:
» Coagulos sanguineos e infectados a partir de endocarditis que se desplazan al cerebro,
rifiones, pulmones o abdomen.
» |nsuficiencia cardiaca congestiva.
» Arritmias.
= Dano grave de valvulas cardiacas.
= Accidente cerebrovascular.
»  Glomerulonefritis.
= Absceso cerebral.
» |ctericia.
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La enfermedad periodontal es uno de los padecimientos con mayor indice de prevalencia a nivel
internacional. Su etiologia es principalmente la placa dentobacteriana y las endotoxias que se
encuentran en la pared de las bacterias Gram-negativas, como P. gingivalis y A.
actinomycetemcomitans. En la pared de estas bacterias hay un compuesto denominado
lipopolisacarido (LPS), este tiene un alto poder para desencadenar reacciones inmunoldgicas
exageradas.

En la enfermedad periodontal severa se crean separaciones o espacions entre tejidos, permitiendo
asi que bacterias que forman parte de la microbiota bucal lleguen al torrente sanguineo, causando
una bacteremia, lo cual pone en riesgo la salud y la vida del paciente.

La endocarditis es un padecimiento ocasionado generalmente por bacterias, estas se alojan en las
valvulas cardiacas y se reproducen, imposibilitando el correcto funcionamiento del corazén,

ademas de causar inflamacién en el endocardio, producir trombos y émbolos, y ser un foco
infeccioso que amenaza la integridad de sujeto.

6. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO.

Al caracterizar el efecto del lipopolisacarido sobre la activacion de proteinas cinasas (MAPK) que
participan en la transduccion de sefales intracelulares en cardiomiocitos, vamos a tener una mayor
informacién acerca de los dafos celulares o reacciones a nivel tisular, que va a causar la presencia
de bacteria Gram-negativas en el tejido cardiaco.

De igual forma deseamos estudiar la accién de los flavonoides, los cuales son moléculas que

tienen efectos anti-inflamatorios, ya que podemos encontrar en estas sustancias vegetales una
alternativa para disminuir el dafo causado por una inflamacion exagerada en los cardiomiocitos.

7. HIPOTESIS.

7.1. HIPOTESIS VERDADERA.

Si el LPS se une a su receptor TLR-4 en el H9C2 entonces se desencadenaran cascadas de
sefalizacién intracelulares asociadas a la produccién de mediadores inflamatorios.

7.2. HIPOTESIS FALSA.

Si el LPS se une a su respectivo receptor TLR-4 y no es capaz de activar la via de transduccion.
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8. OBJETIVOS.

8.1. OBJETIVO GENERAL.

Caracterizar el efecto de los lipopolisacaridos sobre la activacion de ERK 'z, JNK, p38, y
determinar si los flavonoides regulan esta activacion.

8.2. OBJETIVO ESPECIFICO.

- Identificar la fosforilacion de ERK 'z, JNK, p38, inducida por lipopolisacarido.
- Determinar si los flavonoides, quercetina, luteolina, genisteina y quercetagetina regulan esta
activacion.
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9. MATERIAL Y METODOS.

Tipo de estudio: experimental, comparativo y prospectivo.
Tamafio de la Muestra: 1 x 10° células, tejido sano.

9.1 MATERIAL:

Agitador magnético (Nuova).

Balanza GA200 (Ohaus).

Bario de agitacion (Precision Scientific).
Cajas de cultivo celular de 6 pozos (Costar).
Céamara de electroforesis vertical (Hoeffer).
Cémara de transferencia (Hoeffer).
Campana de flujo laminar (Nuaire).
Centrifuga (Sorvall).

Espectrofotémetro (Perkin Elmer).
Gendarme (Costar).

Gradillas (Nalgene).

Incubadora (Nuaire).

Megatoscopio.

Microscopio de objetos invertidos C22 (Olympus).
Orbit Shaker (Labline).

Pipetas de 10ml y 5 ml (Finnipipette).
Potenciometro (Equipar).

Probetas graduadas.

Propipeta (Pepet-aid).

Sonicador (Lab-Line instruments).

Timer.

Tubos clinicos.

Tubos de ensayo.

Tubos Eppendorf.

Vasos de precipitado.

Vortex (Scientific industries).

9.2 REACTIVOS:

Acrilamida (Sigma).

Antibidtico-Antimicético 1% penicilina G sodica, estreptomicina, anfotericina B (GIBCO BRL).
Anticuerpos primarios y Secundarios (Santa Cruz Biotechnologies).
Glicina (Baker).

Kit de quimioluminicencia (Santa cruz Biotechnology).

Marcador de peso molecular (Bio-rad).

Médio de cultivo Eaggle modificado por Dubelcco (GIBCO BRL).
Médio de cultivo de Hanks (GIBCO BRL).

Membrana de PVDF (Amersham Biosciences).

PBS (SIGMA).

Persulfato de amonio.

Suero bovino fetal (GIBCO BRL).

Trisma (Sigma).

NaCl (GIBCO BRL).

Tripsina.

Tween (Sigma).
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Vanadato de sodio.

Poblacion en estudio: Linea celular derivada de cardiomiocitos de ratén H9c2 (ATTCC).
Seleccion y tamafio de la muestra: 1x 10° células.

Criterios de inclusién: Morfologia, transparencia del medio.

Exclusion: Cambios en la morfologia.

Eliminacién: Turbidez del medio.

Tamafio de la muestra: 1 x 10° células.

Variables: tiempo, dosis.

Tipo de estudio: experimental, comparativo y prospectivo.

Escalas de medicion: Densidad éptica, microgramos/ml.

9.3 METODOS:

Cultivo de H9c2: Las células (H9c2) crecen en medio de Eagle modificado por Dulbecco (INVITROGEN
Life Technologies. Ca, USA.) adicionado con 10% de Suero Bovino Fetal (INVITROGEN Life Technologies.
Ca, USA.) y 1% de antibiético antimicético (INVITROGEN Life Technologies. Ca, USA.). Se mantienen hasta
la confluencia en una incubadora a una atmdsfera de 5% de CO2 y una temperatura de 37°C.

Ensayo de western blot: Deteccién de la fosforilacion de las proteinas ERK, JNK, p38. Por medio
del ensayo western blot se realizaron experimentos dosis-respuesta (1, 5, 10, 15,25 ul) y curso-
temporal (5, 10, 15, 30 y 60 min.). Las H9c2 se sembraron en cajas de 6 pozos con medio de
Eagle modificado por Dulbecco adicionado con 10% de Suero Bovino Fetal y 1% de antibidtico
antimicético, cambiando el medio todos los dias hasta llegar a la confluencia. Se procedi6 a ayunar
las cajas 2 horas antes del experimento con DMEM libre de suero bovino fetal con 1% de
antibiético antimicotico (INVITROGEN Life Technologies. Ca, USA). Posteriormente se traté cada
pozo con LPS de Porphyromonas gingivalis (Invivogen, Ca. USA) bajo las condiciones sefaladas
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en los resultados. Después del tratamiento, se retird6 el medio y se colocaron 500 de buffer de
fosfato salino (NaCl, KCI, NaoHPOQO,, H.O, KH,PO,) adicionado con 1 Mm de ortovanadato de sodio
(INVITROGEN Life Technologies. Ca, USA.) y se rasparon los pozos con gendarme recolectando
las células en tubos eppendorf etiquetados que se centrifugaron durante 15 min a 10 000 rpm a
40C. El sobrenadante fue desechado y la pastilla resuspendida en 20 ul de buffer de lisis (Tris-HCI
20 mM, Triton 1%, Na CI 137 mM, EDTA 2mM, Vanadato de sodio 1 mM, Glicina, pH 8). Las
muestras fueron sonicadas durante 30 segundos a 30 W. Cuantificacion de proteinas por el
método de Bradford. Se tomaron 50 pug/ml de cada muestra para su hidrélisis con jugo azul
desnaturalizante para fosfoproteinas y se colocaron en bafio seco a 65°C.Se realiz6 la
electroforesis en gel de acrilamida (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA) al 10% a 80 V. Las
proteinas fueron transferidas a membrana de PVDF (Amersham Biosciences) durante 1 hora, 0.30
Amp. y 20 V. Posteriormente se utilizé solucion de bloqueo durante 30 min y 3 lavados de 10 min.
cada uno. Se utilizan diferentes anticuerpos para identificar determinadas proteinas.

10. ANALISIS DE DATOS Y METODOS
ESTADISTICOS.

Los resultados se realizaron en dos ocasiones por separado. Se analizaron con el software
Labworks el cual obtiene la densidad 6ptica. Se obtuvo el promedio de los experimentos y se
compararon con el control de cada caso, el cual se tomé como el 100% del basal. Sobre estos
datos se obtuvo el analisis del grafico. Se muestra en los resultados un experimento representativo
y el andlisis grafico del total de los casos. Se representaron como la media * Error Standard.
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1. RESULTADOS.

EFECTO DEL LIPOPOLISACARIDO OBTENIDO DE
PORPHYROMONAS GINGIVALIS SOBRE LA
ACTIVACION DE ERK 4.

Se realizé un curso temporal con el propdsito de evaluar el efecto del LPS sobre la activacion de
ERK 2. Para el andlisis se activacion de ERK se realiz6 un ensayo curso temporal utilizando
anticuerpos que detectan la forma fosforilada de ERK %2 (Thr202/Tyr204), que es en ultima
instancia la forma activa de este miembro de las MAPK cinasas. La linea celular de cardiomiocitos
de ratas neonatales (H9c2) se sometidé a ayuno durante 16 hrs y posteriormente se trataron con
LPS a una concentracion de 1ug/ml durante diferentes periodos de tiempo, alcanzando como
maximo 120 minutos (Fig. 11A). Como se puede observar en la figura el momento maximo de
fosforilacion fue alcanzado a los 5 minutos de empezado el experimento, luego decrece, entre los
15 y 30 minutos del experimento, para luego aumentar su valor al minuto 60, y posteriormente
volver a decrecer a los 120 minutos. Se decidié usar el tiempo de 5 minutos como maxima
fosforilacion.

En el segundo experimento realizado (Fig. 11B), se llevé a cabo una dosis respuesta con la
finalidad de analizar la concentracion del LPS optima para tener una fosforilacion maxima de ERK
Y2, se usaron diferentes concentraciones del ligando externo en un tiempo constante; dandonos la
concentracion de 0.01ug/ml para la fosforilacion de la fraccion 44 y 0.1ug/ml para la concentracion
de la fraccion 42.
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Fig. 11. Curso temporal y Dosis respuesta para la fosforilacion de ERK %. A) Las células adheridas en cajas de 6 pozos; posterior al
ayuno de 16 horas, fueron tratadas con LPS (1ug/ml) a una concentracion fija y variando los tiempo. B) Las células fueron tratadas con
LPS (pg.) como ligando externo a diferentes concentraciones para observar el tiempo méximo de fosforilacion, en un periodo de 5
minutos.
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Para el tercer experimento realizamos una inhibicién con la finalidad de corroborar la capacidad
que tiene los flavonoides en la disminucién de algunos mediadores quimicos de la inflamacién
(61,66). En este experimento (Fig. 11C) se preincubd con los flavonoides durante 30 minutos,
luego se coloco el LPS a las concentraciones adecuadas para desencadenar la fosforilacion de
ERK %, durante 5 minutos, y luego se observd que aquellos pozos que fueron tratados
previamente con los flavonoides mostraron un descenso en la fosforilacién, en comparacion a los
que solo presentaron el lipolisacarido.
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Fig. 11C. Inhibicion de la fosforilacién de ERK %2 mediante el uso de flavonoides. En la figura se muestra la fosforilaciéon de ERK %2
en cardiomiocitos adheridos en cajas de 6 pozos. Algunos pozos fueron tratados con flavonoides y luego todas las células fueron
tratadas con LPS (pg.) como ligando, en aquellos que hubo flavonoides la activacion de ERK %2 disminuyé considerablemente.

EFECTO DEL LPS SOBRE LA ACTIVACION DE P38.

En otra serie de experimentos evaluamos los efectos del LPS sobre la activacion de p38 en HO9c2.
Para lo cual realizamos otro ensayo de western blot mediante el uso de anticuerpos anti-fosfo-p38
(Tyr 182). Se realizé un curso temporal para determinar el tiempo 6ptimo de fosforilacion de esta
proteina (Fig. 12A). Se uso una concentracién fija de LPS (1ug/ml), variando los tiempos para
determinar cual era el tiempo en el cual ocurria la maxima activacién de la proteina p38, el cual se
encontro a los 15 minutos de colocar el LPS en las células H9c2.

A continuacion se elabord una dosis respuesta (Fig. 12B) para definir cual debia ser la
concentracién del lipopolisacarido; en este tipo de experimento se usaron diferentes
concentraciones de LPS, manteniendo constante el tiempo, el cual fue de 15 minutos, nuestros
resultados mostraron que la concentracion para desencadenar la maxima fosforilacion de p38 es
0,05 ug/ml.
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Fig. 12. Curso temporal y Dosis respuesta para la fosforilacion p38. A) Las células adheridas en cajas de 6 pozos, posterior al ayuno de
16 horas, fueron tratadas con LPS (1ug/ml) a una concentracion fija y variando los tiempo. B) Las células fueron tratadas con LPS (pg.)
como ligando externo a diferentes concentraciones para observar el tiempo maximo de fosforilacion, a un tiempo fijo de 15 minutos.

El dltimo experimento realizado para la proteina p38 fue una inhibicién de la fosforilacién de dicha
proteina, utilizando para este fin flavonoides (Fig. 12C). En este experimento se preincubd con los
flavonoides por 30 minutos y luego se colocé el LPS a la concentracion seleccionada con la
finalidad de analizar si los flavonoides podian influir en las manifestaciones celulares
desencadenadas por el ligando externo. Observamos como los flavonoides disminuyeron la
fosforilacién de la proteina y por tanto la activacion de la misma, siendo la quercetagetina, la que
presentd una mayor disminucion de la fosforilacién de p38.
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Fig. 12C. Inhibicion de la fosforilacién de p38 mediante el uso de flavonoides. En la figura se muestra la fosforilacion de p38 en
cardiomiocitos adheridos en cajas de 6 pozos. Algunos pozos fueron tratados con flavonoides y luego todas las células fueron
tratadas con LPS (pg.) como ligando, en aquellos que hubo flavonoides la fosforilacién de p38 disminuyd.
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EFECTO DEL LPS SOBRE LA ACTIVACION DE JNK.

Se realizaron los experimentos correspondientes para analizar la fosforilacion de JNK, se hicieron
dos experimentos, 1) Curso temporal y 2) Dosis respuesta.

El primer experimento que se realizé fue un curso temporal (fig. 13A), donde se usaron anticuerpos
para detectar la forma fosforilada de JNK (Thr 183/ Tyr 185), mediante un experimento de western
blot. Luego de ayunar las células por 16 horas, se colocd LPS a una concentracién constante de
1ug/ml, variando los tiempos, para determinar el tiempo maximo de fosforilacion de la proteina.
Dando como resultado una mayor fosforilacion a los 15 minutos.

En el segundo experimento variamos la concentracion del lipolisacarido para provocar una mayor
fosforilaciéon de JNK, en un ensayo dosis respuesta (fig. 13B). En este experimento pudimos
observar que las H9c2 son mas sensibles a las concentraciones de 0.5ug/ml de LPS en relacion a
la fosforilacion de la proteina a estudiar (JNK), en un tiempo fijo de 15 minutos.
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Fig. 13. Curso temporal y Dosis respuesta para la fosforilacion p38. A) Las células fueron adheridas en cajas de 6 pozos,
posterior al ayuno de 16 horas, fueron tratadas con LPS (1ug/ml) a una concentracion fija y variando los tiempo. B) Las células
fueron tratadas con LPS (pg.) como ligando externo a diferentes concentraciones para observar el tiempo méaximo de
fosforilacion con un tiempo constante.
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EFECTO DE LAS MAPK EN LA PRODUCCION DE COX2,

La Ciclooxigenasa (COX), es una enzima que permite al organismo producir una sustancia llamada
prostaglandina, a partir del acido araquidénico. Tiene como funcién mediar en los procesos de
inflamacion. La COX-2 se expresa tras induccion inflamatoria, aunque es constitutiva en SNC y
rindn (82). La expresion de la COX-2 es provocada por diversos mediadores inflamatorios
(interferén vy, factor de necrosis tumoral a, interleucina 1, factores de crecimiento).

Para este experimento se realizd una inhibicion de las MAPK para caracterizar que cinasa afectaba
la expresion de COX2. En este experimento se trabajo con células H9c2, las cuales se pusieron
ayunar por 16 horas, posteriormente se preincubaron los pozos con los respectivos inhibidores:
PD980390 para inhibir la fosforilacion de ERK %2, SB203580 para la inhibicion la fosforilaciéon p38,
SP600125 para inhibir la fosforilacién de JNK y Calfostin C para la inhibicién fosforilacion de PKC,
luego de aplicar los inhibidores se espero 45 minutos y se paso a aplicar el ligando externo.

Los resultados arrojados en la Fig. 14 nos indican que la produccion de COX2 esta mediada en un
alto grado por las proteinas JNK y p38, de ahi que las diminuciones en las fosforilaciones de estas
MAPK, afecten ampliamente las propiedades inflamatorias.

. .
- H- - . H

é 200

o

b

5= 150 | ? 7

O®r

e &

c2 100 | ’

=] %

[

3 50 A f (

k3

i

0

LPSpg 1 pg/ml - X X X X X
PDS80390 - - X - - -
SB203580 ] . ] X _ _
SP600125 - - - - X -
Calfostin ) ) ) ) ) X

Fig.14. Las células H9c2 (1 x 10% se colocaron en caja de seis pozos y se dejaron adherir durante la noche, el cultivo
subconfluente se ayuné durante 16 hrs en DMEM + 2% SBF. Para el ensayo las células se incubaron por 45 minutos con cada
uno de los inhibidores. PD98059 (10 uM) inhibidor de ERK 1/2; SB203580 (10 pM) inhibidor de p38; SP600125 (10 uM)
inhibidor de JNK y Calfostina C (1 uM) posteriormente se trataron con LPS (1ug/ml) por 4 hrs. Al término las muestras se

procesaron para el ensayo de western-blot.
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12. DISCUSION.

En este estudio, investigamos los efectos biologicos y farmacolégicos de los siguientes
flavonoides: quercetina, luteolina, quercetagetina y genisteina sobre la funciéon de las proteinas
activadas por mitégeno en cardiomiocitos tratados con lipopolisacarido obtenido de
Porphyromonas gingivalis.

Hago referenciar que los cardiomiocitos, son las unidades contractiles del corazén y regulan el ciclo
celular durante el periodo perinatal. El subsecuente crecimiento de cardiomiocitos (corazon) refleja
un incremento en el tamafo de miocitos cardiacos sin proliferacion celular (83). Sin embargo, el
crecimiento hipertréfico sostenido conduce a la dilatacién ventricular, disfuncion contractil y falla
cardiaca (84,85). Algunos estudios muestran que en pacientes que presentan respuesta
hipertréfica no requieren de un proceso de adaptacion ante el incremento en la actividad fisica (86).

Recientes investigaciones, muestran que cardiomiocitos H9c2 tratados con lipopolisacarido
presentan un incremento en la expresion de los niveles de RNA mensajero que codifica para
marcadores de hipertrofia patolégica como ANP y BNP. Otras evidencias, sefialan que las
concentraciones de lipopolisacarido en el plasma de pacientes con falla crénica del corazén se
incrementa, con la consecuente activacion del sistema inmune (87).

Los LPS son moléculas que actuan como potentes inductores de la produccion de citocinas
proinflamatorias en cardiomiocitos (88), entre las citocinas que se han caracterizado se encuentran
TNF-qa, IL-1 e IL-6. Todas estas citocinas estan asociadas con los peores sintomas de la disfuncion
cardiaca y en casos severos con defunciones, provocadas por una disminucion en la contraccién
del miocardio (89,90).

De igual forma, el receptor TLR-4 ha sido caracterizado como la molécula que reconoce de forma
especifica a los lipopolisacaridos (91). Estudios realizados con LPS, sugieren que la activacion de
la sefial intracelular mediada por el receptor TLR-4 puede esta implicada en el progreso de la
aterosclerosis (92). El incremento en la expresién de TLR-4 se ha observado en la falla del corazén
y en corazon isquémico (93). Muchos estudios muestran que TLR-4 juega un importante papel en
la disfuncion del corazon durante la sepsis bacterial (94) y en el dafo del corazén por
isquemia/reperfusion.

Corazones de ratones deficientes en TLR-4 muestran una reduccion en la respuesta hipertréfica
después de la estimulacion de la aorta en estudios realizado in vivo. Algunas evidencias muestran
que el tratamiento de cardiomiocitos hipertréficos con otros estimulos como estrés osmotico, dafio
al DNA, radiacion ultravioleta, promueve la activacién de sefalizacion intracelular entre las que se
encuentran las cascadas de cinasas como la de las proteinas activadas por mitégeno (MAPK)
como ERK, p38 y JNK (95). Estas cinasas pertenecientes al grupo de las cinasas con actividad
serina-treonina son mediadores importantes que participan en la regulacién de eventos como
proliferacion celular, diferenciacion celular y crecimiento celular, todos estos procesos asociados
con la hipetrofia cardiaca (96-99). Muchos otros estudios sugieren que la activacion de NF-xB esta
involucrada en la respuesta hipertréfica en cultivos de cardiomiocitos (100).

Asi mismo, la endocarditis infecciosa por lo general muestra efectos fatales y puede causar
mortalidad a pesar de la infinidad de tratamientos que existen actualmente como el uso de
antibacterianos. Histéricamente, y desde los comienzos del siglo XXI, se ha sugerido la relacion
entre las bacterias de la placa dentobacteriana con la endocarditis infecciosa. Desde entonces, ha
habido un gran interés por relacionar los procedimientos dentales con la endocarditis infecciosa, y
la bacteremia como resultado de tratamientos dentales. Entre los organismos asociados a la
endocarditis infecciosa se encuentran el grupo de los estreptococos como S. sanguis (31.9%) y S.
oralis (29.8%).
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Por otra parte Porphyromonas gingivalis es una bacteria Gram-negativa, involucrada en la
patogénesis de la enfermedad periodontal y juega un importante papel en regular un gran nimero
de respuestas celulares. Porque posee moléculas con actividad virulenta como fimbrias, proteasas
“gingipains”, lipopolisacaridos y componentes de la capsula. El lipopolisacarido de esta bacteria
induce apoptosis cardiaca. Sin embargo los mecanismos y la naturaleza de sus efectos se
desconocen.

Nosotros investigamos el papel del lipopolisacarido obtenido de Porphyromonas gingivalis sobre la
activacion de las proteinas activadas por mitégeno. Encontramos que el tratamiento con LPS
induce la activacion de ERK 7. Diversos estudios sefialan que ERK, esta directamente involucrada
en mediar efectos como hipertrofia y apoptosis (101-103).

Posteriormente, decidimos evaluar el papel del LPS sobre la activacion de p38, encontramos que
LPS activa a p38. En una serie de estudios se ha mostrado que la activacion de p38 tiene efectos
citoprotectores, cuando los cardiomiocitos son expuestos a choque hiperosmético (104). Sin
embargo, los estudios realizados por Shu et al. 2005 (105) no muestran estos efectos en miocitos
obtenidos del ventriculo de ratones neonatos. Asi mismo, evaluamos el papel de LPS sobre la
activacion de JNK, encontramos que LPS activa a JNK, cinasa que participa en la regulacion del
estrés oxidativo y regula respuestas como la apoptosis.

Por otra parte, los flavonoides son compuestos no nitrogenados que tienen como funcién la
atraccion de polinizadores hacia las flores o animales que comen sus frutos con la intenciéon de
dispersar sus semillas. Estas moléculas tienen diversas propiedades entre las que se encuentran
la actividad antioxidante, anticancerosa, antitrombdtica, disminucién de colesterol, proteccion
hepatica y estomacal, asi como actividad antimicrobiana. Por este motivo y una vez que hemos
caracterizado que los LPS activan a los miembros de la familia de las MAPK, decidimos evaluar el
papel de los flavonoides sobre la regulacion de las MAPK en cardiomiocitos tratados con LPS.

Encontramos que los flavonoides bloquean la activacion de las MAPK inducida por LPS, mostrado
un mayor efecto la quercetagetina.

La quercetina inhibe varias cinasas con actividad de tirosina y de serina-treonina entre las que se
incluye a la proteina cinasa C y los miembros de las MAPK (106-108). Por otra parte, los
mecanismos moleculares implicados en la regulacion de la respuesta inflamatoria de la quercetina,
no han sido esclarecidos completamente, pero algunas investigaciones sugieren que podrian estar
involucradas vias de sefializacion como la de tirosina-cinasa y de las MAPK (109). Yoshishima
demostré que la quercetina inhibe la actividad de tirosin-cinasas, JNK, ERK, p38 en células
mesangiales cuando se exponen a perdxido de hidrégeno (110).

La proteina p38, miembro de la familia de la MAPK, es un importante mediador de la expresién de
genes asociados a la respuesta a estrés. Particularmente, p38 tiene un importante papel en la
activacion de vias transduccion intracelular asociada a LPS y a la sintesis de citocinas (111). Asi
mismo, Joseph demostré que p38 puede funcionar en la transcripcién del gene que codifica para
IL-18 en macrofagos estimulados con LPS (112). De igual manera Annabel demostré que la
activacion de ERK Yz por LPS se requiere para la correcta induccién de las citocintas IL-1B, IL-6 y
de TNFa. Nuestros datos muestran que LPS induce la activacion de las MAPK (p38, JNK 'y ERK V%)
y que los flavonoides bloquean la activacion de estas cinasas.

En conclusién nosotros mostramos por primera ocasion que el LPS obtenido de la bacteria
Porphyromonas gingivalis, activa la via sefializacion de las MAPK cinasas, promueve la expresion
de la enzima ciclooxigenasa-2 mediante la activacion de la via de sefializacion de p38 y JNK. Por
otra parte, nuestros resultados muestran que los flavonoides bloquean los efectos del LPS sobre la
activacion de las MAPK. Por este motivo nuestras investigaciones futuras estaran encaminadas a
determinar el efecto de los flavonoides sobre la regulacién en la actividad de factores de
transcripcion en la expresion de genes como IL-1.
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153, CONCLUSIOINES.

La familia de proteinas MAPK se compone de tres niveles cascadas que participan en la regulacién
de varios procesos celulares que van desde la expresion de genes hasta la muerte celular. La
exposicion de células de mamiferos a LPS ha demostrado que activa todas las de senalizacion
relacionada con las MAPK.

Se ha demostrado de igual forma que el lipido A purificado induce en los ratones la fosforilacién de
las MAPK, siendo este componente la parte activa del LPS y que esto se asocia con la fosforilacion
de ERK (p44/42), y por tanto su activacién (113).

De acuerdo a los resultados expuestos en este trabajo, la exposicion de células H9c2
(cardiomiocitos de rata) a LPS, causan la fosforilacion de ERK 1/2, JNK y p38 (114,115).
Curiosamente, el pre tratamiento de estas células con diferente tipos de flavonoides abolié los
cambios causados por LPS en la fosforilacion de ERK 1/2 y p38, aun queda pendiente la
investigacion del comportamiento de JNK, en dichas condiciones.

Con este estudio hemos querido comprobar la importancia de los flavonoides para la inhibicion de
procesos inflamatorios. Y hemos visto que puede ser un camino a seguir para la disminucion de la
inflamacion del miocardio y asi disminuir la capacidad de patogenicidad de algunas bacterias.

Esta capacidad de los flavonoides para inhibir la fosforilacién desencadenada por los LPS debe ser

estudiada en fibroblastos gingivales humanos (HgF) con la esperanza de hallar un método de
menguar la inflamacion gingival, responsable de un alto nimero de patologias orales.
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