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A. Resumen

Se sabe que microorganismos residentes de la cavidad oral como Streptococcus
sanguinis (S. sanguinis) y Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) presentan
importantes caracteristicas patogénicas y que pueden alcanzar el torrente
sanguineo debido a procedimientos dentales y desarrollar enfermedades sistémicas
como endocarditis. Los procesos infecciosos y la respuesta inflamatoria
desarrollados por estas bacterias dependen, en gran medida, de las endotoxinas
bacterianas. Dentro de estas, se encuentra el lipopolisacéarido (LPS) el cual es el
mayor componente de la membrana externa de las bacterias Gram-negativas, como
P. gingivalis, y se asocia el receptor tipo Toll (TLR) 4. Las bacterias Gram-positivas,
como S. sanguinis, poseen en su pared celular el acido lipoteicoico (LTA), el cual
se asocia al TLR-2. Una vez que estas endotoxinas se asocian a su receptor,
desencadenan una respuesta proinflamatoria en diversos tipos celulares a través
de cascadas de sefializacion dependiente de cinasas como la proteinas cinasas C
(PKC) y las proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK), las cuales activan
diversos factores de transcripcién. El objetivo de esta investigacion fue determinar
el efecto del LTA de S. sanguinis y el LPS de P. gingivalis sobre la induccion de
ciclooxigenasa-2 (COX-2) e interleucina-1p (IL-1p) y el papel de las MAPKs y PKC
sobre este evento en cardiomiocitos de raton neonatal. En los resultados obtenidos
por los métodos de Western blot y PCR de transcriptasa reversa se encontrd que
las cinasas involucradas en la induccién del ARNm y la expresion de COX-2 por el
LTA fueron dependientes de la MAPK cinasa (MEK), la cinasa c-Jun N-terminal
(JNK) y PKC, y para IL-18 fue MEK y PKC; cuando las células estuvieron en
presencia del LPS se observé que la induccién del ARNm y la expresiéon de COX-2
fue dependiente de MEK y JNK, y para IL-13 fue MEK, p38, JNK y PKC. A partir de
estos resultados podemos concluir que los mecanismos celulares asociados a la
produccion de IL-1B y PGE:2 por la presencia de bacterias orales dependen de una
activacion diferencial de cinasas en células de corazon. Estudios como el aqui
mostrado nos ayudara a comprender de una mejor forma, a nivel celular, el

desarrollo de una enfermedad tan grave como la endocarditis.
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B. Tabla de abreviaturas

Bad — muerte celular mitocondrial asociada
con Bcl-2.

CIfA — factor de aglutinacion A.
COX-2 — ciclooxigenasa 2.

Cyt C — citocromo C citosélico
Cx43 — conexina 43

CREB - proteina de fijacién del elemento de
respuesta a AMP ciclico.

DAG - diacilglicerol.
El — endocarditis infecciosa.

ERK 1/2 — cinasa reguladora de la sefial
extrcelular 1/2.

FnBPA — proteina A de unién a fibronectina.
GTFs — glucosiltransferasas.

HSP — proteina de choque térmico.
IL-1B — interleucina 1 beta.

IxB — inhibidor B

IKK — cinasa IkB.

INOS — Oxido nitrico sintetasa inducible.
IRAK — cinasa asociada al receptor IL-1.
IRF3 — interferon 3.

JNK — cinasa C-Jun N-terminal

LBP — proteina de union al LPS.

LPC - lisofosfatidilcolina.

LPS — lipopolisacarido.

LTA — &cido lipoteicoico.
Mal — proteina adaptadora tipo MyD88.

MAPK — proteina cinasa activada por
mitégeno.

MyD88 — proteina del gen 88 de respuesta
primaria a diferenciacion mieloide.

MEK — MAPK cinasa.
NF-kB — factor nuclear kB
NVE - vélvula nativa de lado izquierdo.

PAAP — proteina de agregacion asociada a
plaguetas.

PAMP — patr6n molecular asociado a
patégeno.

PGE; — prostaglandina E.

PI3K — fosfatidilinositol 3 fosfato.

PKB — proteina cinasa B.

PKC - proteina cinasa C.

PVE — prétesis valvular de lado izquierdo.
TNF-o — factor de necrosis tumoral alpha.

TAKZ1 — factor de crecimiento trasnformante

B1.

TIR — dominio homdlogo al receptor Toll/IL-
1.

TLR — receptor tipo Toll.
TRAF-6 — factor-6 asociado al TNF-R

TxA2 — tromboxano A,



C. Planteamiento del problema

Con en el desarrollo de la placa dentobacteriana se observa que la cavidad oral es
colonizada por una gran variedad de bacterias con diferentes factores de virulencia.
Debido a los procedimientos dentales, algunas de estas bacterias pueden llegar al
torrente sanguineo y producir bacteremias transitorias que varian de severidad
dependiendo de la salud dental de las personas. Una vez que estas bacterias se
encuentran en el torrente sanguineo pueden contribuir con el desarrollo de
enfermedades sistémicas como la endocarditis, que se caracteriza por la
colonizacion de las valvulas cardiacas generando una severa respuesta inflamatoria
y apoptotica de células del endocardio y miocardio, siendo mortal en algunos casos.
Es por esta razon que es necesario comprender de una mejor forma los
mecanismos celulares que intervienen en la respuesta inflamatoria de un érgano tan
importante para el corazon debido a la colonizacion de bacterias presentes

comunmente en la cavidad oral.



D. Justificacion de estudio

Mediante la caracterizacion de las vias de sefializacion involucradas en la respuesta
proinflamatoria por la presencia de bacterias de origen oral en un 6rgano de vital
importancia como lo es el corazén, se podra comprender de una mejor forma cémo
actian estas bacterias para promover el dafo tisular a través de una respuesta
inmune que comprende el proceso inflamatorio a través de la produccion de

citocinas inflamatorias.



E. Antecedentes




1. BACTERIAS BUCALES EN ASOCIACION CON
ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES Y ENDOCARDITIS
INFECCIOSA

Las bacterias de la placa dentobacteriana tienen una gran importancia en el
desarrollo de las enfermedades inflamatorias periodontales y de la caries dental. La
caries dental, descrita en escritos antiguos como gusanos y demonios del diente,
es la descomposicion lenta del diente debido a la pérdida de cristales de
hidroxiapatita (fosfato de calcio) de la matriz del esmalte ! debido a la produccién
de acido lactico de las bacterias presentes en la placa dentobacteriana como
Streptococcus mutans.? Las enfermedades periodontales son entidades clinicas
diferentes que afectan los componentes del periodonto. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis
(P. gingivalis), y Treponema denticola (T. denticola) estan asociados con la
enfermedad periodontal. Se puede mencionar que las bacterias bucales han
desarrollado tacticas altamente especializadas de colonizacion, incluyendo
multiples mecanismos de adherencia.®* Tanto A. actinomycetemcomitans y P.
gingivalis pueden invadir células epiteliales, un mecanismo probablemente
involucrado en la migracién a tejidos profundos donde sucede el dafio a las células
huésped (Fig. 1).56

Los organismos causantes de la caries dental y la enfermedad periodontal
son capaces de producir infeccion en otras partes del cuerpo. Ahora se ha
reconocido que ademas de un papel en la endocarditis infecciosa (El) y diabetes,
los patdgenos bucales también contribuyen al desarrollo de trombosis coronarias e
infarto -1, Varios estudios epidemiolégicos han identificado asociacién estadistica

significativa entre la periodontitis y enfermedades cardiovasculares 1012,
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FIGURA 1 | Enfermedad bucal asociada a enfermedades sistémicas. Las caries no tratadas y la
enfermedad periodontal interfieren con las funciones vitales para el mantenimiento de la salud
pudiendo contribuir en el desarrollo de enfermedades infecciosas en diferentes 6rganos del cuerpo
como corazoén, pulmoén, cerebro, rifién, entre otros.13 |

1.1. ASOCIACION DE PLACA DENTOBACTERIANA Y MICROORGANISMOS

CARIOGENICOS CON ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

El nicho ecolégico de la microbiota bucal es Unico y dinamico. De mas de 500
especies bacterianas que se encuentran en la cavidad bucal humana, miembros de
alrededor de 22 géneros son los mas dominantes. Las principales superficies de la
cavidad oral disponibles para la colonizacién son los dientes, el epitelio de la
mucosa, y la misma placa dentobacteriana, que es el biofilm microbiano mas
complejo asociado con los dientes. La colonizacion sobre la superficie de un diente
limpio, el cual es un proceso altamente complejo y especifico, se presenta en la
Figura 2.3

La patogénesis de la caries depende de diversos eventos asociados con la
bacteria Streptococcus mutans (S. mutans), la cual es un miembro del grupo de
estreptococos Gram-positivos (Fig. 3). Esta bacteria también se ha aislado de la
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sangre de varios pacientes con bacteremias y El. S. mutans se clasifico en 3
serotipos (c, e, y f) basados en la composicion quimica de los polisacéridos de la
superficie celular, que estd compuesta por ramnosa Yy polimeros de glucosa;
y se ha reportado que aproximadamente del 70-80% de las cepas de S. mutans de
la cavidad bucal pertenecen al serotipo c, seguido por el e (20%) y el f (menor al
5%). Una gran variedad de antigenos proteicos de S. mutans se han caracterizado,

entre los cuales las glucosiltransferasas (GTFs), y proteinas de unién a glucano son
las mejor conocidas.*

2P,
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FIGURA 2 | Colonizacion de la superficie dental por bacterias bucales. Modelo espacio temporal
de la colonizacion de la superficie dental por bacterias bucales, mostrando el reconocimiento de
receptores salivales de la pelicula adquirida por colonizadores bacterianos y subsecuentemente la

coagregacion entre colonizadores tempranos, fusobacterias y los colonizadores tardios de la
superficie dental.'® |

Dentro de los colonizadores tempranos de la placa dental se encuentran los
estreptococos del grupo viridans, de los cuales Streptococcus sanguinis (S.
sanguinis), que es una bacteria Gram-positiva, anaerobia facultativa y es un
habitante normal de la boca humana sana, promueve la modificacién del ambiente

para que sea menos acogedor para otras cepas de Streptococcus que provocan la
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FIGURA 3 | La patogéne-
sis molecular de la caries
dental asociada con S.
mutans. S. mutans participa
en la formaciéon de biofilms
en la superficie dentaria.

Estos biofilms son
conocidos como placa
dentobacteriana. Se

requiere de la sacarosa para
la acumulacion de S.
mutans. También se
requiere de enzimas
glucosiltransferasas (GTFs,
por sus siglas en inglés)
para esta acumulacién, que
son constitutivamente
sintetizadas por S. mutans.
a | La adhesion inicial de S.
mutans a la superficie del
diente. Esta adhesion se
piensa que es el primer
evento en la formacion de la
placa dentobacteriana. La
adhesina de S. mutans
(también conocida como
antigeno I/Il) interactda con
los a-galactésidos en la
glicoproteina derivada de la
saliva constituyente de la
pelicula  dental.  Otras
fracciones en la superficie
de S. mutans incluyen a la
proteina de unién a glucano
(GBP, por sus siglas en in-
glés), serotipo de carbo-
hidratos y GTFs. b | La
acumulacion de S. mutans
en la superficie del diente en
presencia de sacarosa. En
la presencia de sacarosa,
las GTFs sintetizan
glucanos extracelulares a
partir de glucosa (después

de romper la sacarosa en glucosa Yy fructosa), y se piensa que esto es el segundo evento en la
formacion de la placa dentobacteriana. La proteina GBP de S. mutans es una proteina tipo receptor
que es diferente a las GTFs, y se une especificamente a glucanos. Las GTFs por si mismas tienen
un dominio de unién a glucano y por lo tanto pueden también funcionar como receptores de glucanos.
Por lo tanto, S. mutans se une a los glucanos preformados a través de GBP y GTFs, y esto da lugar
a agregados de S. mutans. ¢ | Produccion de &cido por S. mutans. El metabolismo de varios
sacaridos por la acumulacion de bacterias del biofilm resulta en la produccién y secreciéon de
cantidades considerables del producto final del metabolismo, &cido lactico, el cual puede provocar la
desmineralizacion de las estructuras del diente cuando esta presente en cantidades suficientes en
proximidad con la superficie del diente. Se piensa que esto es el tercer evento de la formacion de la

placa dentobacteriana, y resulta eventualmente en una lesién cariosa. 2
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caries, como S. mutans. Asi como muchas bacterias, S. sanguinis puede entrar en
la circulacion sanguinea a través de procedimientos dentales que pueden ir desde
limpiezas dentales hasta cirugias y colonizar las valvulas del corazén,
especialmente la valvula mitral y valvula adrtica, siendo uno de los patdgenos mas
comunes de la endocarditis infecciosa subaguda. Por esta razon, los cirujanos
orales suele prescribir un tratamiento corto de antibioticos que deben tomarse unos

pocos dias antes a unos pocos dias después de la cirugia oral.1®

Se han realizado diversos estudios basados en la asociacion y riesgo entre
la periodontitis y enfermedades cardiovasculares.!’” Se encontré una relacion
significativa entre el estado periodontal basado en las medidas clinicas del sondeo
de la profundidad de bolsa y la perdida de insercion, e infarto al miocardio agudo.*®
La mayoria de los estudios presentan la severidad de la periodontitis (determinada
por sondeo de profundidad de bolsay los niveles de insercion clinica) como un factor
de riesgo para enfermedad cardiovascular a niveles de menos de una relacion de
3:1. Los estudios que resultaron en razones de proporcion mas altos usan
comunmente a la disminucion del hueso alveolar como definicion de periodontitis en
lugar de la profundidad del sondeo de la bolsa periodontal y nivel de insercion

clinico.19-22

Varios estudios se han enfocado en determinar el papel de la infeccién en las
enfermedades cardiovasculares. La etiologia infecciosa de la periodontitis esta bien
establecida.?®?* Varios estudios que evalluan la presencia de bacterias asociadas
con la periodontitis en muestras recogidas de la aorta o de otros vasos sanguineos
han identificado bacterias asociadas con la periodontitis en muestras de aorta y las

valvulas cardiacas. Un resumen de dichos reportes se presenta en la Tabla 1.

Especies estreptocécicas también se han relacionado con el sindrome
coronario agudo.?®?” En la formacién de bioflims bucales, los estreptococos se
coagregan con bacterias Gram negativas incluyendo P. gingivalis y el mismo
mecanismo puede ser parte de la colonizacion de P. gingivalis en las células
endoteliales.?® Otros han, sin embargo, fallado en demostrar que el conteo de A.

actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Parvimonas micra, Dialister pneumonsites o

13



Campylobacter rectus podrian estar asociados con la enfermedad cardiovascular

segun lo definido por la angiografia.?®

TABLA 1 | Ejemplos de estudios sobre el papel de las bacterias en la periodontitis como un enlace
a la enfermedad cardiovascular

Autores

Bacteria/tipo de estudio

Disefio de estudio

Condicién/resultado

Haraszthy
et al. (2000)23

Beck et al.
(2005)%

Fiehn et al.
(2005)%*

Kozarov et al.
(2006)1%7

A. actinomycetemcomitas
P. gingivalis, P. intermedia
T. forsythia

A. actinomycetemcomitans,
C. ochracea, P. intermedia
T. denticola

A. actinomycetemcomitans,

C. rectus, P. gingivalis,

P. intermedia, P. nigrescens
T forsythia, Oral streptococci

A. actinomycetemcomitans
C. pneumoniae E. corrodens
P. gingivalis P. intermedia
S. aureus, S. epidermidis

S. mutans, T. forsythia

T. denticola

Serie de casos con
muestras de 50 sujetos
gue requerian de
endarterectomia. Analisis
por PCR.

Titulos de anticuerpos
séricos para 17 especies
diferentes en la
periodontitis: SCA

179 especimenes de
placa aterosclerética
eliminado de las arterias
carotida o femoral se
estudiaron mediante el
uso de técnicas de PCR.

Se estudiaron 129
muestras de ADN
extraidos de ateromas de

29 individuos

61% de 36 muestras fueron
positivos para bacterias de
una o mas especies
estudiadas.

36% dieron positivo para P.
gingivalis.

RP: A. actinomycetemcomi-
tans 1.7(95% IC: 1.2-2.7)
RP: C. ochracea 2.0 (95%lIC:
1.2 3.0)

RP: P. nigresens 1.7 (95%
IC: 1.1-2.6)

Bacterias orales viables no
pudieron ser aisladas de los
ateromas.

Se detect6 ADN de los
patégenos periodontales en
las placas ateroscleréticas. P.
gingivalis se encontro
raramente y P. intermedia
con mayor frecuencia.

El ADN de agentes
infecciosos orales se
encuentra cominmente en
los ateromas jovenes, pero
especialmente de sujetos de
edad avanzada. La
contribucion de C.
pneumoniae a la inflamacion
pueden ser minimos. S.
mutans se encontro en el
20%, S. aureus en 5%, S.
epidermis en un 10%, las
especies bacteroides se

encontraron en el 17% de los
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Nomura et al.

(2006)128

Renvert et al.

(2006)12°

Aimetti et al.
(2007)130

Gotsman
et al.
(2007)131

Nakano et al.

(2006)132

Nakano et al.

(2007)133

S. mutans

Se analizaron 40 especies
de patégenos sublinguales
destacando S. intermedius,
S. sanguinis, Streptococcus
anginosus, T. forsythensis,
T. denticola y P. gingivalis
por el método de hibridacién
de ADN-ADN.

T. forsythia, P. gingivalis,

T. denticola, P. intermedia y

A. actinomycetemcomitans

P. gingivalis

S. mutans

A. actinomycetemcomitans

Muestras de las valvulas
cardiacas de 52 pacientes
y muestras de placa de
ateroma de 50 pacientes
fueron estudiadas y
muestras de placa dental
de 41 pacientes antes de
la cirugia.

Un total de 161 casos
consecutivos ingresados
que sobrevivieron con el
diagndstico de SCAy 161

sujetos de control.

El ADN se extrajo de la
placa subgingival y
ateromas de cardtida de
33 sujetos.

201 pacientes con angina
estable o SCA que fueron
sometidos a una
evaluacion periodontal. La
gravedad de la
enfermedad de |a arteria
coronaria se determin6
por el numero de arterias
coronarias obstruidas.

35 vélvulas cardiacas y 27
placas ateromatosas se
estudiaron por PCR

Se analizaron 60 valvulas
cardiacas, 10 con

endocarditis, y 50 con

jévenesy en el 80% de los
sujetos de mayor edad.

La distribucion de los
serotipos en pacientes
cardiovasculares fue
significativamente diferente
de la de los sujetos sanos, lo
que sugiere que el serotipo
de S. mutans puede estar
relacionado con la
enfermedad cardiovascular.
La carga oral de bacterias de
S. intermedius, S. sanguinis,
S. anginosus, T. forsythia, T.
denticola y P. gingivalis son
factores de riesgo

concomitantes en el SCA.

El ADN bacteriano se detectd
en 31 de 33 muestras de
endarectomias. Ninguna de
las muestras que se estudio
dio positivo para ADN de los
patégenos periodontales.
Los pacientes con SCA
tuvieron significativamente
altas puntuaciones de placa,
indice gingival, y cuenteo de
P. gingivalis que los

pacientes estables.

S. mutans se detect6 en el
69% de las vélvulas
cardiacas y en el 74% de las
placas ateromatosas

El serotipo e, y f de A.
actinomycetemcomitans se

detecto tanto en la placa
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Pucar et al.
(2007)134

Zaremba et
al. (2007)1%

A. actinomycetemcomitans,
C. pneumoniae

P. intermedia, P. gingivalis
T. forsythia, y
Cytomegalovirus

A. actinomycetemcomitans
C. rectus, F. nucleatum
P. gingivalis, P. intermedia
T .forsythia, T. denticola

enfermedad valvular, y la
placa dental por PCR. Se
realizo el serotipado de
A.a.

Se estudiaron pacientes
con un diagnoéstico de
enfermedad de |a arteria
coronaria. Fueron
investigadas las arterias
coronarias con
aterosclerosis y 15
arterias mamarias internas
sin degeneracion

aterosclerética clinica.

Se estudio la incidencia
periodontal bacteriana en
placas ateroscler6ticas
por medio de andlisis de
ADN de 20 sujetos.

dental como en las muestras

cardiovasculares.

La ausencia putativa de
bacterias patégenas en
arterias mamarias internas, y
Su presencia en un alto
porcentaje de arterias
coronarias ateroscleroticas
apoyan el concepto de que
los organismos periodontales
estan asociados con el
desarrollo y la progresion de
la aterosclerosis.

A. actinomycetemcomitans
en 1/20

C. rectus en 4/20

F. nucleatum en 5/20

P. intermedia en 33%

P. gingivalis en 10/20

T. Denticola en 6/20

T. forsythia en 5/20

A. actinomycetemcomitas, Aggregatibacter actinomycetemcomitans; P. gingivalis, Porphyromonas gingivalis;
P. intermedia, Prevotella intermedia; T. forsythia, Tanerella forsythia; C. ochracea, Captocytphaga ochracea;
C. rectus, Campylobacter rectus; P. nigrescens, Prevotella nigrescens; C. pneumonia, Chlamydophila
pneumonia; S. aureus, Staphylococcus aureus,; S. mutans, Staphylococcus mutans; S. epidermidis,
Staphylococcus epidermis; F. nucleatum, Fusobacterium nucleatum; SCA, sindrome coronario agudo; RP,

razon de proporcion; IC, intervalo de confianza.

1.2. Porphyromonas gingivalis Y LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

P. gingivalis es una bacteria Gram-negativa que, como se menciond anteriormente,
es una de las principales bacterias periodontopatdogenas y se puede aislar
preferentemente del surco gingival, de forma especial cuando hay lesiones

periodontales avanzadas. Se le relaciona con multitud de procesos patoldgicos:
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gingivitis, pulpitis, abscesos periodontales y periapicales, etc., pero su asociacion

mas importante es con la destruccién y progresion de algunos tipos de periodontitis.*

Esta bacteria exhibe varias propiedades de virulencia potenciales que son

importantes en procesos patolégicos en la cavidad oral, aunque también podrian

estar jugando un papel en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares,! se

implican numerosos factores de virulencia que basicamente provocan la destruccion

tisular y la evasion de las defensas del hospedador; entre ellos cabe destacar los

siguientes:

Céapsula. Es de naturaleza polisacéarida, que, aparte de permitir la subdivision
de la especie en seis serotipos, tiene una accion antifagocitaria por su efecto
antiopsoénico.3°

Membrana externa. Tiene gran interés fisiopatoldgico por:

a) Poseer proteinas que se comportan como adhesinas que participan en
fenébmenos de adhesion y coagregacion bacteriana y, por tanto, en la
colonizacion de células epiteliales y fibroblastos y en la formacion y
mantenimiento de la placa subgingival, con respecto a esto Ultimo caben
destacar los procesos agregativos de P. gingivalis con A.
actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) vy
Actinomyces naeslundii (A. naeslundii).

b) La endotoxina asociada al lipopolisacarido (LPS).

c) Formar vesiculas superficiales que se liberan con facilidad del resto del soma
celular; dichas vesiculas atraviesan barreras impermeables a la célula completa
y transportan, de esta forma, factores de virulencia que serian trasladados a
distancia.3!

Fimbrias. Proteinas de la membrana externa que se comportan como
adhesinas e intervienen en fenomenos de coagregacion y adhesion a
superficies epiteliales y dentales, en este Ultimo caso con la mediacion de la
saliva.30:32

Proteasas. P. gingivalis produce una amplia gama de enzimas proteoliticas;

algunas se asocian a la membrana externa y otras se liberan al exterior o son
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transportadas a distancia por las vesiculas superficiales. Debido a estas
proteasas, P. gingivalis obtiene nutrientes a partir de tejidos del hospedador
provocando importantes dafios tisulares; esto, ademas, favorece su
multiplicacion y su capacidad de penetracion y diseminacion. El efecto
destructivo de estas enzimas se extiende también a elementos del sistema
inmunitario, permitiendo la evasion bacteriana de la respuesta del hospedador.
Se comprende que estas proteasas, al comportarse como agresinas e
impedinas, desempefien un papel fundamental en el surco gingival para

producir periodontitis.33-3°

En algunos estudios con animales se ha demostrado que la exposicion a P.
gingivalis es comparable a una dieta alta en colesterol en la induccion de
aterosclerosis.®5-38 De esta forma, existe evidencia que sugiere un papel importante
para la infeccibn de esta bacteria en enfermedades cardiovasculares y

cerebrovasculares.

Se ha demostrado que un medio en el que se encuentra el patdogeno
periodontal P. gingivalis aumenta la hipertrofia y apoptosis de los cardiomiocitos
mientras que este efecto no se observa con A. actinomycetemcomitans y P.
intermedia. Se sugiere que la activacion de las vias de sefializacion de p38 y ERK
son inducidas a través del medio condicionado con P. gingivalis y de esta forma se
activan las vias de apoptosis dependiente de mitocondrias llevando a la muerte
celular en cultivo de células de miocardio H9¢c2.3°4° Ademas se ha encontrado que
solo la hipertrofia de células mi6cardicas se da a través de las vias de sefializacion
de las MAPKs, PI3K, y calcineurina, y que la actividad de la MMP-9 inducida por P.

gingivalis se de una forma alterna a estas vias de sefalizacion.**

1.3. Streptococcus sanguinis Y LAS ENFERMEDADES CARDIOVASCULARES

Los estreptococos del grupo viridans son comunmente comensales de la cavidad

oral y pueden contribuir con el desarrollo de la caries dental. Ocasionalmente
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pueden tener acceso al sistema vascular y provocar El. Estudios en modelos
animales de endocarditis mostraron la habilidad que presenta S. sanguinis para
adherirse a las plaquetas e inducir su activacion, lo cual se relaciona con un

aumento en la severidad de la enfermedad.®

Un componente bacteriano importante en la agregacion plaguetaria de forma
dependiente y complementaria de ancituerpo es la proteina M, la cual se ha
indetificado en los estreptococos del grupo A. Mas adelante se encontré que la
proteina M de Streptococcus pyogenes (S. pyogenes) y S. sanguinis es

indispensable para la agregacion plaquetaria relacionada con estas bacterias.*?

Por otra parte, un componente tipo coldgeno de S. sanguinis, que también
fue implicado en la agregacion plaquetaria, se describi6 como proteina de
agregacion asociada a plaquetas (PAAP). Gong y colegas reportaron que PAAP
interactta con las proteinas membranales de plaquetas de 175 kDa y 230 kDa para

mediar la agregacion y uniéon a plaquetas.4344

Se ha encontrado que S. sanguinis requiere de la interaccion de la
inmunoglobulina G (IgG) con el receptor plaquetario FcyRlla para mediar la
agregacion plaquetaria. Sin embargo aun no es claro la asociaciéon entre los niveles

de 1gG, los polimorfismos de FcyRllay la variabilidad del donador.*®

1.4. ENDOCARDITIS Y BACTERIAS ORALES

La endocarditis infecciosa (El) es una de las enfermedades cardiovasculares que
tienen una asociacion con los padecimientos bucales. Durante los ultimos 30 afios,
el total de incidencia de El se ha mantenido entre 2 a 6 individuos por cada 100,000
habitantes en la poblacién en general por afio,%6-5! y la mortalidad asociada se ha
mantenido entre el 10% y el 30% dependiendo del tipo de patégeno (por ejemplo
estreptococos bucales son menos agresivos que el Staphylococcus aureus (S.

aureus)),® la condicién subyacente y si la infecciéon ocurre en valvulas cardiacas
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nativas y prostéticas.>® Mientras que los estreptococos que se encuentran en la
cavidad oral son los patégenos mas predominantes en la El,48495455 e| S, aureus y
los estafilococos coagulasa negativos (principalmente S. epidermidis) se
encuentran mas a menudo en consumidores de drogas intravenosas, en pacientes
con protesis valvulares, y en aquellos pacientes con un estado de salud que
aumente el riesgo de desarrollar El. 47:°6-58 Ademas, se ha encontrado una mayor
presencia de estreptococos del grupo D (principalmente Streptococcus gallolyticus,
anteriormente conocido como Streptococcus bovis) en pacientes con El de edad
avanzada y una relacién importante con otra patologia como lo son los tumores de
colon. Las principales caracteristicas clinicas de la endocarditis infecciosa se

presentan en la Figura 4.47-49.59.60

Hemorragia subconjuntival Embolia cerebral

(2:5%) / (15%)
? Manchas de Roth

(<5%)

(90%)
Trastornos de ritmo

Soplos cardiacos
Mala dentadura

Esplenomegalia
(30-40%)
Nédulos de Osler

(10-20%)
Insuficiencia cardiaca
(5%)

(40-50%)

Hematuria
(60-70%)

Erupcion petequial
(40-50%)

Dedos hipocraticos
(10%)

FIGURA 4 | Caracteristicas clinicas de la endocarditis infecciosa. Las manifestaciones clinicas
de la El se pueden presentar en diversas regiones del cuerpo dependiendo de la colonizacion de las

vegetaciones provenientes de la lesion de la valvula cardiaca. 47‘49|
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El primer paso en la patogénesis de la El es la colonizacion de las valvulas
dafiadas por las bacterias que circulan en la sangre. Las lesiones fisicas del
endotelio de las valvulas resultan en la exposicion de las proteinas de la matriz
extracelular subyacente, la produccion de factor tisular, y la deposicion de fibrina y
plaguetas, como una parte del proceso normal de curacién lo cual favorece la

adhesion bacteriana y la infeccion.5?

Los patogenos mas frecuentes en la El son las bacterias Gram positivas S.
aureus, Streptococcus spp., Yy los enterococos siendo los responsables de mas del
80% de todos los casos de El (Tabla 2).6! Estas bacterias también tienen una mayor
capacidad para adherirse y colonizar las valvulas dafiadas,®! estan equipadas con
adhesinas superficiales que median la unién con las proteinas de la matriz
extracelular del huésped. Las adhesinas incluyen tanto proteinas y polisacéridos, y
se denominan colectivamente como componentes de la superficie microbiana que

reaccionan con moléculas adhesivas de la matriz (MSCRAMMSs).52

TABLA 2 | Microbiologia de la El en grupos especificos de pacientes.5!

Valvula nativa Valvula protésica

0,
% en % en aquellos con El

4 asociada con salud % en % en % en
Patogeno aquua%IIOUsir?gg (n=557) consumidores aquellos aquellos
dg la de drogas con El con El
comunidad ) No intravenosas temprana tardia
z Nosocomial - .0 .ol con El (n=237) (n=53) (n=331)
(n=1.009) (n=303) (n=254)
Staphylococcus aureus 20 a7 42 68 36 18
Estafilococos coagulasa
. 6 12 15 3 17 20
negativos
Enterococos 9 14 17 5 8 13
Estreptococos viridans 28 11 6 10 2 10
Streptococcus bovis 10 8 1 2 7
HACEK 3 0 0 0 0
Hongos 0 1 9 3
Otros 14.6 7.5 10 3 6 14
Cultivo sanguineo
11 5 6 5 17 12

negativo

HACEK, Hemophilus parainfluenzae, H. aphrophilus, H. paraphrophilus, H. influenzae, Actinobacillus
actinomyctemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, Kingella kingae y K. denitrificans; El,

endocarditis infecciosa.
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En animales con vegetaciones en la valvula adrtica con catéteres, se
demostrd experimentalmente también la importancia de la bacteriemia transitoria
con manipulacion dental. Tanto la magnitud de la bacteriemia durante
procedimientos dentales y la capacidad de los patdgenos para adherirse a las
valvulas dafiadas fueron importantes. De una gran variedad de microorganismos
gingivales que circulan en la sangre después de la manipulacion dental, solo
aguellos capaces de unirse a las valvulas dafiadas (Streptococcus sp. y S. aureus

principalmente) producen EI.%3

La bacteriemia transitoria también se produce durante actividades normales
como la masticacion y el cepillado de dientes. Estos casos de bacteremia son
generalmente de bajo grado y corta duracion (1-100 UFC/ml de sangre durante
menos de 10 min),% pero son recurrentes. La exposicion acumulativa de las
bacterias circulantes (en UFC/ml de sangre por afio) se ha calculado que es 100,000
veces mayor durante actividades fisioldgicas que después de una simple extraccion
dental,?>® |o cual podria explicar porque la mayoria de los casos de El ocurren
independientemente de los procedimientos quirtrgicos médicos.®’
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2. MECANISMOS CELULARES Y MOLECULARES DE LA
ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR ASOCIADA CON
BACTERIAS ORALES

La flora bucal esta confinada en su gran mayoria en asociacion con la lengua,
encias, membranas mucosas y dientes.! Procedimientos dentales como la
extraccion dental, cirugia periodontal, curetajes, e incluso el cepillado de los dientes
por lo general llevan a la presencia de bacterias orales en la circulaciéon sanguinea.®®
Las bacteremias dentales asociadas con la periodontitis son factores de riesgo para
enfermedades coronarias del corazén e infarto.!! Las células inflamatorias y los
mediadores inflamatorios (el factor de necrosis tumoral alfa [TNF-a], la interleucina
1 beta [IL-1B], y la prostaglandina E2> [PGE-2]) juegan un papel importante en

enfermedades coronarias del corazén y la ateroesclerosis.®%-72

2.1. CARDIOMIOCITOS Y RESPUESTA INFLAMATORIA INDUCIDA POR BACTERIAS:

PAMPs.

Estudios recientes indican que el miocardio adulto de mamiferos posee un sistema
inmune innato funcionalmente intacto. Cabe mencionar en primer lugar que existe
suficiente evidencia acerca de que los mediadores y efectores de la respuesta
inmune innata incluyendo, citocinas proinflamatorias, Oxido nitrico (NO), y
guimiocinas se expresan en el corazén adulto de mamiferos en respuesta a
patrénes moleculares asociadas a patdogenos (PAMPS), como el LPS y particulas
virales. En segundo lugar, se sabe que el corazén expresa por lo menos cuatro
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) para PAMPs.”® Dentro de estos
PRR podemos mencionar que los receptores tipo Toll (TLRs) son los principales
responsables en iniciar la respuesta inflamatoria que preceden a los signos clinicos

de sepsis y el choque séptico después de la union de productos de la degradacion
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bacteriana como el LPS o DNA bacteriano.’*”> Se ha demostrado en ensayos in
ViVO € in vitro que estos productos bacterianos son capaces de inducir la inflamacion
cardiaca acompafada de una significante reduccion de la contractilidad de
cardiomiocitos en diferentes modelos animales. Estos hallazgos soportan el hecho
de que células somaticas, como los cardiomiocitos, expresan TLRs y modulan la

respuesta inflamatoria junto con las células inmunes. 578

Uno de los 6rganos vitales que son afectados en el choque séptico es el
corazén.”® Se sabe que el choque séptico, caracterizado por la inflamacion
sistémica en respuesta a una produccidn excesiva de citocinas y colapso
cardiovascular, es desencadenado por los PAMPs que son reconocidos por los
PRRs,?0 como los TLRs, y activan la respuesta inmune innata a través de la
sefializaciéon de NF-xB,8! asi como a través de la familia de las MAPKs.8283 Los
eventos de sefalizacion postreceptor que llevan a las respuestas de estrés y la
producciéon de citocinas son sensibles a cambios de redox y los productos
provenientes de la peroxidacién lipidica. De esta forma se ha encontrado que la

aldosa reductasa media la inflamacién y cardiomiopatia inducida por endotoxina.®*

El fallo de contraccion miocardica ocurre en un 24 a 44% de los pacientes
con choque séptico.®®> A pesar de que existen escasos reportes de los mecanismos
patogénicos, se ha establecido que las citocinas proinflamatorias como TNF-a e IL-
1B son potentes efectores cardiodepresores.® Hallazgos recientes indican que el
corazon expresa varios TLRs, incluyendo al TLR2, TLR4, y TLR6.87:88 Esto implica
que el corazén puede censar los PAMPs bacterianos para montar su propia
respuesta inmune y promover su propia disfunciéon.®® De hecho existen estudios
reportando que el LPS de bacterias Gram-negativas inducen la inflamacién
miocardica y la disfuncion cardiaca por la interaccién con sus ligandos, CD14 y
TLR4, en cardiomiocitos.®>°1 Otro PAMP bacteriano como la flagelina, la cual
también es liberada substancialmente y es la principal proteina del flagelo
bacteriano, puede provocar la respuesta inmune a través de la unién a su receptor

especifico, TLR5, expresado en células inmunes y epiteliales lo cual se ha visto que
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induce inflamacion sistémica en roedores, y circula en concentraciones significantes

en el plasma de pacientes con choque séptico.929

Se ha investigado el efecto de puntos de mutacion en TLR4 en la inflamacion
cardiaca en un modelo de choque endotéxico.”® La presencia de LPS induce un
incremento rapido en la expresion del ARNm de TNF-a e IL-1 en ratones. En
contraste, la respuesta del LPS en ratones C3H/HeJ (deficientes de TLR4) se
encontré6 dimsminuda y retrasada significativamente. Los niveles de TNF e IL-1
dentro del miocardio después del estimulo con LPS fue significativamente mas alto
en ratones control. De la misma manera, la actividad de la NO sintasa y la
produccion de NO en el miocardio fue significativamente mas alto en los ratones
control. La activacion miocardica de NF-kB se observo dentro de los 30 min del
estimulo con LPS en ratones, pero no se observé el mismo efecto en ratones
deficientes de TLR4. Estos hallazgos indican que la sefalizacion de TLR4 es
responsable, por lo menos en parte, de la induccion de mediadores pro-inflamatorios
en el corazén durante el choque séptico.®® Nemoto et al estudiaron si la
participacipon del TLR4 era critico para el desarrollo de la disfuncion miocardica
inducida por el LPS in vivo. Tras la administracion de LPS, los ratones deficientes
de TLR4 y los ratones control se sometieron a ecocardiogramas comparativos antes
y 6 horas después de la administracion de LPS. La presencia del LPS resulté en
una diminucién significativa de los indices de fase de expulsién de la funcion
contractil (porcentaje de acortamiento fraccional y velocidad de acortamiento
circunferencial de fibra) en ratones de tipo silvestre, mientras que no se observaron
cambios significativos de estos parametros en los ratones deficientes en TLR4. Esta
observacién sugiere que TLR4 activa vias de sefalizacion corriente abajo que son
responsables de la mediacion de la disfuncion ventricular izquierda inducida por
LPS.%7

Por otra parte el acido lipoteicoico es un factor patogénico de las bacterias
Gram-positivas y contribuye significativamente con la disfuncion organica en la
sepsis, una complicacion frecuente en pacientes de cuidados intensivos. La

exposicién con LTA durante 24 hrs. resulta en una significante disminucién de calcio
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transitorio asi como el acortamiento del sarcomero comparado con los controles. Se
ha encontrado que el LTA afecta mas comunmente el flujo de calcio de los
cardiomiocitos lo cual lleva a una reduccion del calcio intracelular. Funcionalmente,
un efecto temprano del estimulo del LTA con un contractilidad aumentada de los
cardiomiocitos puede deberse a una reflexion in vitro de las fases tempranas

hiperdinAmicas de la sepsis clinica.®®

2.2. ENDOTOXINAS BACTERIANAS: LIPOPOLISACARIDO Y ACIDO LIPOTEICOICO

Las endotoxinas como el LPS de bacterias Gram-negativas son iniciadores de la
inflamacion a nivel tanto local como sistémico. Las moléculas de LPS estan
localizadas en la parte exterior de membrana externa. El segmento mas conservado
de la estructura es el lipido A. El lipido A esta unido a través de una regién O
especifica de cadena lateral, la cual es tipicamente heterogénea en longitud y muy
variable en estructura de una bacteria a otra. Un estudio realizado con el motivo

lipido A sintetizado quimicamente demostré que la actividad endotoxica del

Antigeno O

Repeticion 40 unidades

J
7 Nucleo de polisacérido

Difosfato
J disacarido

Lipido A
Acido graso

. J
Estructura del LPS

FIGURA 5 | Estructura del lipopolisacarido. El LPS conformado del antigeno O, ndcleo de
polisacérido, difosfato disacarido, acido graso y el lipido A. 1% |
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LPS es derivada de este motivo. La estructura del LPS de bacterias Gram-negativas
incluye ademas del lipido A una cola de &cido graso hidrofébico y una cabeza polar
de azlcares fosfatados (Fig. 5).%°

El LPS de P. gingivalis se ha considerado como un importante componente
patogénico en la iniciacion de la enfermedad periodontal, debido a que el LPS
bacteriano es considerado como un potente estimulador de la produccion de

citocinas inflamatorias y resorcion de hueso.01:192

El LPS bacteriano inicia la expresion de IL-1, que impide la fibrindlisis pero
facilita la coagulacion y la trombosis.1%® Las aortas dafiadas estan asociadas con
un gran numero de macréfagos secretando TNF-a e IL-1B.7° Estas citocinas
desencadenan tanto la acumulacion de colesterol en macrofagos y la proliferacion
de mausculo liso, lo cual presumiblemente resulta en el engrosamiento de las
paredes vasculares.®® De esta forma la activaciéon de la via LPS-macréfago—
mediador inflamatorio esta implicado como un importante mecanismo en la

patogénesis de la enfermedad coronaria del corazén y la ateroesclerosis.'!

La respuesta inflamatoria en la enfermedad periodontal es marcada.'® Los
macréfagos dentro del periodonto responden al LPS de los organismos de la placa
secretando importantes mediadores pro-inflamatorios, como el TNF-qa, IL-13, PGE:2
y tromboxano Az (TxAz), que no sélo causan efectos dafinos en el periodonto, sino
también se pueden presentar sistémicamente.'11%4 Asi, la enfermedad periodontal,
como la enfermedad isquémica del corazon, involucra la activacion de la via
mediada por la inflamacién LPS — macréfago.!! La periodontitis es acompafiada por
una fuerte respuesta sistémica humoral de anticuerpos para antigenos especificos
y para la endotoxina de patdégenos orales.'% La respuesta sistémica resulta de la
penetracién de bacterias en los tejidos, la pérdida de la integridad del epitelio del
surco gingival, y/o lo trascendental de la bacteremia dental. Se ha demostrado que
las endotoxinas de los microorganismos de la placa son capaces de penetrar el
tejido gingival y esta presente en cantidades suficientes para traer anticuerpos
especificos a LPS en una respuesta sistémica, indicando la presencia de cantidades

apreciables de LPS especifico de periodontopatégenos.1
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Los LPS son los principales componentes de la membrana externa de las
bacterias Gram-negativas, lo que las hace blancos primarios para el reconocimiento
por el sistema inmune. Las respuestas de defensa del huésped al LPS incluyen la
expresion de una variedad de citocinas proinflamatorias, como TNF-a e IFN-B, y
también otras proteinas proinflamatorias como el 6xido nitirco sintetasa inducible
(INOS). La comprension del sistema de transduccion del LPS es una clave
importante en el esfuerzo de proveer una base molecular para los efectos letales
del LPS durante un choque séptico. El receptor para el LPS es el receptor tipo Toll
4 (TLR4). La formacion del complejo del receptor en respuesta al LPS, consiste en
la dimerizacién del TLR4 y MD-2. Una respuesta temprana, que es dependiente en
la proteina del gen 88 de respuesta primaria a diferenciacion mieloide (MyD88) y el
adaptador tipo MyD88 (Mal), lleva a la activacion del factor nuclear-xB (NF-xB). Una
respuesta tardia al LPS hace uso del dominio homadlogo al receptor Toll/IL-1 (TIR)
gue contiene a otras proteinas adaptadoras, y lleva a la activacion tardia de NF-«B
y del factor de transcripcion regulador de interferon 3 (IFN3), y la induccion de

citocinas, quimiocinas, y otros factores de transcripcion.%’

Existe evidencia que sugiere que el LPS participa en la respuesta inflamatoria
en el sistema cardiovascular y en la hipertrofia cardiaca. Se ha encontrado que el
tratamiento de células H9c2 con LPS induce respuestas hipertroficas patolégicas
como el aumento del tamafio de las células, la reorganizacion de los filamentos de
actina, y la sobrerruglacion de marcadores de hipertrofia incluyendo al péptido atrial
natriurético (ANP) y el péptido natriurético tipo B (BNP) en células H9c2. Ademas,
el tratamiento con LPS promueve significativamente la activacion de GATA-4 y la
translocacion nuclear de NFAT-3, los cuales actuan como factores que median el

desarrollo de la hipertrofia cardiaca.%®

Por otra parte, una profunda disfuncion cardiovascular es causa importante
de la mortalidad por choque séptico. Las MAPKSs son importantes en la transduccién
de sefiales mediadoras de la inflamacién en donde la sefializacién de las proteinas
G modulan la respuesta cardiaca a estrés. Usando la linea celular H9c2 se ha

estudiado la interaccion de las MAPK y la sefializacion de proteinas G en un modelo
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de sepsis. Se ha encontrado que la produccion de citocinas proinflamatorias
estimuladas por el LPS es fuertemente exacerbada por el uso de siRNA para las
MAPK 109

Los peptidoglucanos y el acido lipoteicoico (LTA) son dos de los principales
componentes de las bacterias Gram-positivas que tienen actividades relacionadas
con el desarrollo de sepsis. Se han identificado tres eventos ocasionados por
bacterias Gram-positivas y que conducen a la liberacién de citocinas por parte de
diferentes células del hospedero como macréfagos y células dendriticas. El primero
se produce por presencia de componentes provenientes de las bacterias Gram-
positivas, seguida de la interaccidn con receptores presentas en las células inmunes
y finalmente por la activacion de mecanismos de transduccion que conducen a la
expresion de moléculas proinflamatorias. EI LTA es un componente Unico de la
pared celular de las bacterias Gram-positivas, es un polimero de glicerol-fosfato que
contiene azucar y dos grupos acilo, estos ultimos le confieren la propiedad en la
membrana celular. EI TLR2 reconoce una gran variedad de componentes
microbianos, entre los que se encuentran las lipoproteinas y lipopétidos de varios

patégenos, péptidoglucano y el LTA de bacterias Gram-positivas.1°

Entre las vias de transduccién activadas en respuesta al tratamiento con LTA se
encuentran la de las proteinas cinasas activadas por mitbgeno (MAPKSs) y la de
fosfatidilino-sitol-3 cinasa (PI3K). En la sepsis en humanos la activacion de MAPKs
esta implicada en la granulocitosis y permite de esta forma restaurar la funcién

inmune en sepsis.*°

2.3. RECEPTORES TIPO TOLL

Los receptores tipo Toll (TLR) son una familia de proteinas membranales que sirven
como receptores de reconocimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PAMPSs) de una gran variedad de microbios y estimulan las respuestas

de la inmunidad innata a los microbios que presentan estas moléculas. La primera
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proteina en ser identificada en esta familia fue la proteina de Drosophila Toll. Hasta
ahora se han descubierto 10 diferentes TLRs en los mamiferos con base a la
homologia de secuencia de los Toll de la Drosophila, y son nombrados del 1 al 10,
pero puede ser existan mas miembros de la familia. Todos estos receptores
contienen en su dominio extracelular con repeticiones ricas en leucina flanqueados
por motivos caracteristicos ricos en cisteina en sus regiones extracelulares, un
dominio transmembranal y un dominio TIR en su region citoplasmaética, la cual es

esencial para la sefializacién. En la figura 7 se muestra la estructura de los TRLs. !

Los TLRs de los mamiferos estan involucrados en la respuesta a tipos muy
divergente de moléculas que son comunmente expresados en células microbianas
pero no mamiferas. En la tabla 3 se ejemplifican algunos ejemplos de PAMPs que

se pueden asociar a los diferentes TLRs.11!

Motivo con
- repeticiones ricas en
leucina

Motivo flanco rico en
cisteina

Dominio
transmembranal

- Dominio TIR

FIGURA 6 | Estructura de los receptores tipo Toll. Los TLRs estan constituidos por un dominio
extracelular que presenta un motivo con repeticiones ricas en leucina y un motivo flanco rico en
cisteina; el dominio transmembranal; y el dominio intracelular o también conocido como dominio

TIR. 112 |
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TABLA 3| Receptores tipo Toll y sus ligandos.1?

TLR Ligando Procedencia

Lipoproteinas Bacteria
Peptidoglucano Bacteria Gram positiva
Zimozano Fungi

TLR2 LTA Bacteria Gram positiva
GPI Tripanosomas
Lipoarabinomanano Micobacteria
Fosfatidilinositoldimanosado Micobacteria

TLR3 Doble cadena de ARN Virus

<l LPS Bacteria Gram negativa
HSP60 Clamidia

TLR5 Flagelina Varias bacterias

TLR9 CpG Bacterias, protozoarios

La especificidad de los TLR también esta influenciada por varias moléculas
de adaptacion que no son TLR. Esto esta completamente entendido para TLR4 y
su ligando LPS. El LPS primero se une a la proteina soluble de unién al LPS (LBP)
en la sangre o fluido extracelular, y este complejo sirve para facilitar la unién del
LPS a CD14, el cual existe tanto como una proteina plasmatica soluble y una
proteina de union membranal glicofosfatidilinositol en la mayoria de las células
excepto en el endotelio. Una vez que el LPS se una al CD14, el LBP se disocia, y el
complejo LPS-CD14 se asocia fisicamente con el TLR4. Una proteina accesoria
extracelular adicional llamada MD2 también se une al complejo con CD14. El
complejo LPS/CD14/MD2 se requiere para la sefializacion inducida por el LPS, pero
no esta completamente claro si es necesario de una interaccion fisica directa del
LPS con el TLR4.11

2.4. TRANSDUCCION DE SENALES DE LOS RECEPTORES TIPO TOLL

Las respuestas desencadenadas por las sefales de transduccidén incluyen la

regulacion de la expresiéon génica, la regulacién metabdlica y la locomocion celular.
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La via de sefalizacion predominante usada por los TLRs resulta en la activacion de
NF-xB. En esta via, el ligando que se une al TLR de la superficie de la célula lleva
al reclutamiento de varias moléculas citoplasmaticas de sefializacion a través de
interacciones especificas dominio-dominio. La primera proteina en ser reclutada es
la proteina citoplasmatica de adaptacion MyD88, la cual contiene un dominio TIR
gue se une al dominio TIR del TLR. MyD88 también contiene un dominio muerte,
homélogo al encontrado en las moléculas de sefalizacién de la familia de los
receptores a TNF. Una segunda proteina en reclutarse dentro del complejo de
sefalizacion es llamada cinasa asociada al receptor de IL-1 (IRAK). IRAK contiene
un dominio muerte que media la interaccion con el dominio muerte de MyD88, vy
activa al factor-6 asociado a TNF-R (TRAF-6). Luego TRAF-6 activa la cascada de
la cinasa IkB, la cual lleva a la activacion de NF-kB. Esta misma via esta involucrada
en la induccién de IL-1 e IL-18 por la activacién de NF-xB. En algunos tipos de
células, ciertos TLRs también comprometen otras vias de sefializacion, como la

cascada de las MAPKs, llevando a la activacion del factor de transcripcion AP-1.111

Los genes que se expresan en respuesta a la sefializacion de proteinas
codificadas por TLR son importantes en diferentes componentes de las respuestas
de la inmunidad innata. Esto incluye citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-1 e IL-12),
moléculas de adhesion endoteliales (E-selectina), y las proteinas involucradas en
mecanismos para matar microbios (iINOS). Los genes particulares expresados

dependeran de la respuesta de tipo de célula.*'!

El TLR4 se encuentra sobreregulado en cardiomiocitos de paciente diabético.
Se ha encontrado que el TLR4 puede regular el metabolismo de acido graso
cardiaco y la patogénesis de la enfermedad cardiaca diabética en raton. Se
demostré que los corazones de ratones NOD deficientes de TLR4 tiene una baja
acumulacion de triglicérdios en las etapas tempranas de la diabetes, lo cual se ha
asociado con una reduccion en los niveles de MyD88, la fosforilacion de la MAPK
p38, lipoproteina lipasa, y JNK pero un aumento en AMPK. El tratamiento con acido
oleico en cardiomiocitos H9c2 también lleva a una acumulacioén lipidica, la cual es

atenuada por un pequefio RNA interferente de TLR4. La deficiencia de TLR4 en las
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células disminuye a MyD88, fosfo p38, y la lipoproteina lipasa (LPL) inducido por
acido graso, sugiriendo que el TLR4 puede modular el metabolismo de lipido
inducido por acido graso en cardiomiocitos. Ademas, también la funcion cardiaca
fue diferente tanto en animales NOD silvestres y NOD deficientes de TLR4
comparados con ratdn no diabético de control, este déficit fue menor en los ratones
NOD deficientes de TLR4.1%3

En el caso del TLR2 una vez que reconoce al LTA se produce un amplio
espectro de sefales intracelualres como la activacion de la familia de las MAPKSs,
proteina cinasa B (PKB) y de la cinasa I«B (IKK). El incremento de la actividad de
estas cinasas consecuentemente activa a diversos factores de transcripcibn como
NF-kB (p50 y p65), AP-1, factor de respuesta a suero (SRF), proteina semejante a
Ets (ELK), proteina de union y aumento de CCAAT (C/EBP) y la proteina de fijacion
del elemento de respuesta a AMP ciclico (CREB). El primer evento que inicia la
cascada de transduccion consiste en la colocalizaciébn y agrupamiento de

receptores y sefiales de transduccién en la membrana plasmatica. 4

Se ha encontrado que en respuesta a la presencia de estreptococos 3
hemoliticos, se forma un complejo TLR2/TLR6/CD14 que recluta al proteina
adaptadora MyD88 la cual recluta a IRAK-1. IRAK-1 forma multimeros que se
autofosforilan y reclutan a TRAF-6, a la cinasa activadores del factor de crecimiento
transformante B-1 (TAK1). La activacion de TAK1 promueve su liberacién del
complejo de multimeros y de esta forma activa a IKK y a MAP. La activacion de IKK
promueve la fosforilacion, ubiquitinacién y degradacion en el proteosoma 26s de 1kB
y la translocacion al nucleo de NF-kB. Por el otro lado la proteina cinasa MAP-b
(MKKDb) es responsable de la activacion de las MAPK p38 y la cinasa terminal N-
Jun (INK). En presencia de la proteina adaptadora denominada intermediario
conservado evolutivo de la via de Toll (ECSIT) y MEK cinasa (1/MKK1), TRAF6
puede activar a la cinasa reguladora de la sefal extracelular 1/2 (ERK 1/2). Sin
embargo, ERK 1/2 también puede activarse por un mecanismo independiente de
TRAF-6, que involucra a la forma atipica de la proteina cinasa C (PKC), la PKC(

que esti asociada a la acumulacién de acido fosfatidico lo que conlleva a la
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activacion de ERK 1/2. Finalmente, se ha demostrado también la activacion de PI3K

de una manera dependiente de PKB lo que conduce a la activacion de NF-xB.114

2.5. PROTEINA CINASA C Y EL CORAZON

La proteina cinasa C (PKC) es un grupo de proteinas cinasas serin/treonina
relacionadas, que se clasifican como (1) las PKCs clasicas (a, Bl, Bll, y y), enzimas
dependientes de diacilglicerol (DAG) y calcio, (2) las PKCs nuevas (9, €, 0, y 1), las
cuales requieren de DAG, pero no de calcio, para su actividad, y (3) las PKCs
atipicas (, A), las cuales no son estimuladas por el DAG o el calcio, pero
estimuladas por otros segundos mensajeros derivados de lipidos. Estas cinasas

regulan las respuestas celulares efectoras del huésped.!t®

En el corazén, la activaciéon de las PKC lleva a cambios rapidos en la
contractilidad y otros efectos como la remodelacién ventricular. Los cardiomiocitos
co-expresan multiples isoformas de PKC, sin embargo se ha visto a PKCo como un
blanco terapéutico muy atractivo debido a que es la isoforma mas predominante en
la mayoria de preparaciones de cardiomiocitos, y su expresion y/o su actividad

aumentan en varios modelos de lesién cardiaca, hipertrofia, o fallo cardiaco.6-118

La lisofatidilcolina (LPC) es un potente proarritmico derivado de la
fosfatidilcolina de membrana, la cual se acumula en los tejidos cardiacos durante la
isquemia cardiaca. Se ha encontrado que el LPC, induce la activacién de PKC, y la
fosforilacién de PKC dependiente de la Conexina 43 (Cx43) en serina (Ser) 368. La
LPC destruye la estructura y la funcién de uniones gap por la fosforilacion en serina
de Cx43 mediado por PKCg.1%°
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2.6. CICLOOXIGENASA-2

La ciclooxigenasa es una enzima regulatoria clave en el metabolismo eicosanoide,
convertiendo al acido araquinoddico libre en PGH2. Las protaglandinas median la
inflamacién localmente y modulan respuestas fisioldgicas sistematicamente.'?° La
ciclooxigenasa-2 (COX-2), enzima precursora particularmente de PGE2, es
altamente inducible y esta generalmente presente en tejidos de los mamiferos a
bajos niveles, pero puede incrementar uno o varios tipos de estimulos como
citocinas o factores de crecimiento.'?* Al parecer COX-2 tiene un papel doble en la
inflamacion: inicialmente induciendo el proceso inflamatorio y méas tarde ayudando

a su resolucion.1??

2.7.INTERLEUCINA 1 BETA

La citocina interleucina-1 (IL-1) es un potente estimulador de la inflamacion y esta
involucrada en la respuesta tardia del asma. Altos niveles de IL-1p, principalmente
secretada por los macrofagos, se ha observado en secreciones broncoalveolares
de pacientes asmaéticos. La IL-1p actla induciendo a varios genes, incluyendo
citocinas, quimiocinas, proteasas, moléculas de adhesién, y ciclooxigenasas. La
extension y expresion de estos genes son cruciales en la regulacion de la intensidad
del proceso inflamatorio. Muchos sistemas de sefializacion se han reportado usados
en la repuesta de la induccion de IL-1. Avances recientes en la sefializacion de IL-

1 sugieren que IL-1 activa por lo menos cuatro cascadas de proteinas cinasas.'??
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F. Hipotesis

La activacion de los receptores TLR 2y 4 por el LTA Streptococcus sanguinis y el
LPS de Prophyromonas gingivalis, respectivamente, promueven la induccion de
COX-2 e IL-1B a través de la activacion diferencial y especifica de cascadas de

sefalizacion dependientes de las MAPKSs e isoformas de PKC en células H9c2.
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G. Objetivos

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el efecto de las endotoxinas bacterianas LTA de Streptococcus
sanguinis y el LPS de Porphyromonas gingivalis sobre la induccion de COX-2 e IL-

1B a traveés de las MAPKs y la familia de las PKCs en la linea celular H9c2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar el efecto del LTA de Streptococcus sanguinis y el LPS de
Porphyromonas gingivalis sobre la induccion de COX-2 e IL-1B en la linea
celular H9c2.

e Determinar el papel de las MAPKSs sobre la induccion de COX-2 e IL-1p por
por el LTA de Streptococcus sanguinis y el LPS de Porphyromonas gingivalis
en las células H9c2.

e Determinar el papel de PKC sobre la induccion de COX-2 e IL-1p a traves del
efecto inducido por el LTA de Streptococcus sanguinis y el LPS de

Porphyromonas gingivalis en las células H9c2.
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H. Materiales y metodos

Reactivos. Acido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis Y lipopolisacarido
de Porphyromonas gingivalis se adquirieron en SIGMA; medio Eagle modificado
por Dulbecco (DMEM), suero bovino fetal, reactivo y Super Script One-Step RT-
PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) se adquirieron en Invitrogen
(Carlsbad, CA); anticuerpos contra COX-2, PKC-a, p-PKC-a (Ser 657), y-tubulina y
el reactivo de luminol se compraron en Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA),
quercetagetina, los inhibidores SB203580, PD98059, and Calfostina C se
adquirieron de Calbiochem (La Jolla, CA, USA).

Cultivo celular: La linea celular H9c2 derivada de cardiomiocitos de raton neonatal
se obtuvo de ATCC (CRL-1446) se cultivaron en medio Eagle Modificado por
Dulbecco, suplementado con 2mM de L-glutamina, penicilina (100
U/ml)/estreptomicina (100 mg/ml)/fungizona (1mg/ml) y 10% de suero bovino fetal.
Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera de 5% CO2. Los cultivos se
mantuvieron hasta su confluencia. Para el tratamiento con los inhibidores y el LTA
o el LPS las células se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la
subconfluencia se incubaron con DMEM + 2% de SBF por 16 horas, al termino se
trataron a diferentes dosis y tiempos de LTAy LPS y cuando se usaron los inhibores
las células se preincubaron durante 30 min. con estos y después se trataron con el
LTA o LPS.

Cuantificacion de proteinas y RNAm: la cuantificacion de proteinas se realiz6 por
método de Bradford. La cuantificacion de RNA se realizo por espectofotometria y
se calculé usando un volumen de 1ul de agua de grado molecular con el RNA

aislado.

Ensayo de inmunoblot: los cardiomiocitos H9c2 (1x108 células/pozo) se cultivaron
en cajas de 6 pozos. Después del estimulo el medio se aspir0 y las células se

desprendieron con buffer de fosfatos salino (PBS) + 1 mM ortovanadato de sodio,

38



la muestra se centrifugd a 6,000 g durante 10" y la pastilla se colocé con 50 pl de
buffer de lisis (0.05 M Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 1% Nonidet P-40, 0.5 M PMSF,
10 pg/ml leupeptina, 0.4 mM ortovanadato de sodio, 10 mM de fluoruro de sodio y
10 mM de pirofosfato de sodio), todos estos reactivos se obtuvieron de Sigma
Chemical Co. La muestra se sonico6 (1s x 30) en un bafio con hielo. Para el ensayo
de Western se utilizaron 50 ug de proteina que se mezcld 1:1 con buffer de muestra
2x (20% glicerol, 4% SDS, 10% 2-mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol y
1.25 M Tris-HCI pH 6.8; (todos los reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co.),
la muestra se cargo en un gel al 10% SDS-PAGE y se corrié a 40V por 2 h. Las
proteinas celulares se transfirieron a una membrana de PVDF (Amersham) 1 hr a
0.3 amperes-y 5 V. Para verificar que se colocé igual concentracion de proteina,
las membranas se tifieron con rojo de Ponceau (Sigma Chemicals Co.).
Posteriormente la membrana se bloqueé con 150 mM NacCl, 100mM Tris- HCI pH
7.8 (TBST) y 5% de suero albumina de bovino por 1 hr., se lavé y se incub6 con el
anticuerpo primario se utilizaron los siguientes anticuerpos: anti ratén-policonal
PKC-a (1:1000), anti cabra-policlonal COX-2 (1:1000); 6 anti cabra-policlonal -
tubulina (1:1000). Las membranas se incubaron durante toda la noche a 4°C y
posteriormente se lavaron durante 3 ocasiones con TBST y se incubaron durante
2 hr con el anticuerpo secundario, HPR-conjugado anti-raton IgG (1:1000) ¢ anti-
cabra 1gG (1:1000) (Santa Cruz Biotechnology). Las bandas inmunoreactivas se
revelaron utilizando el sustrato de quimio-luminiscencia (Santa Cruz Biotechnology)
y la autoradiografia se obtuvo después de exponer la pelicula durante 2 min. Los
experimentos se realizaron en 5 ocasiones por separado. Las muestras se

analizaron con el sistema digital Lab-Works.

Ensayo RT PCR: el RNA total se aislo de los cardiomiocitos con el reactivo TRIzol.
Después, el RNA total (1ug) fue transcrito en forma reversa (RT) usando el equipo
One Step RT-PCR (In vitrogen). La reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se
realizd utilizando los oligonucléotidos 5 CATGCAAGGAAGGGAACTCTTCS’
(sentido  codificante) y 5 ACAGGGAACTCTGAAGCACTAG3"  (Sentido
anticodificante) derivado de COX-2; 5 GGCTGCAGTTCAGTGATCGTACAGG 3’
(sentido codificante) y 5 AGATCTAGAGTACCTGAGCTCGCCAGTGAA 3’ (sentido
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anticodificante) derivado de IL-1B y 5-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3" (Sentido
codificante) y 5 -AGATCCACAACGGATACATT-3" (Sentido anticodificante)
derivado del gene de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Las
condiciones de la amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94°C por
1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y extension a 72°C por 1.5 min. El PCR se
efectud por 35 ciclos y como resultado del RT-PCR se obtuvo una banda sencilla
de 309 pares de bases para COX-2, banda sencilla de 327 pares de bases para IL-
1B y una banda sencilla de 287 pares de bases para GADPH. La identidad del
fragmento se caracterizé por su tamafio aparente en geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio. Se realizaron tres experimentos por separado de cada

tratamiento.

Método de Procesamiento de los datos: Programas de Cémputo Digilt Doc, Labs

Work y Excel.
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[. Resultados

El LTA obtenido de S. sanguinis aumenta la expresion de COX-2 de forma
dependiente de la dosis y el tiempo a través de MEK, JNK y PKC.

Para determinar el efecto que tiene el LTA de S. sanguinis sobre la expresion de
COX-2 se estudi6 a traves de dosis respuestas y cursos temporales para observar
si la expresion de COX-2 es dependiente del tiempo y la dosis de la endotoxina. Se
observo que la mayor expresion de COX-2 se presentd a las 6 hrs. de tratamiento y
disminuy6 a partir de las 12 hrs. (Fig. 7A). En cuanto a la dosis se observo que la
mayor expresion de COX-2 se dio a una dosis de 15 ug/ml de LTA de S. sanguinis
(Fig. 7B) Para determinar la cinasa involucrada en la expresion de COX-2 se
utilizaron los inhibidores especificos para MEK, p38, JNK y PKC que fueron
PD98059, SB203580, SP600125 y Calfostina C respectivamente. Se observé que
los inhibidores PD98059, SP600125 y Calfostina C tuvieron un efecto negativo en
la expresion de COX-2 (Fig. 7C). De esta forma, podemos concluir que MEK, JNK
y PKC estan involucrados directamente en la expresion de COX-2 ya que los
inhibidores especificos de estas cinasas disminuyeron la expresion de COX-2 a un

nivel muy cercano del basal.
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Figura 7. Curso temporal, dosis respuestay efecto de los inhibidores de cinasas sobre la
expresion de COX-2 por el LTA obtenido de S. sanguinis en H9c2. A) Las células H9¢c2 (1 x
10°) se cultivaron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia se incubaron en

DMEM + 2% SBF por 16 horas, al término se trataron por diferentes periodos con LTA (15
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ug/ml). B) Las células H9c2 se cultivaron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la
subconfluencia se incubaron por 16 hrs. en DMEM + 2% SBF se trataron con diferentes dosis
de LTA por 6 horas. C) Las células se preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores
posteriormente se trataron con LTA por 6 hr. Al término la reaccién se detuvo incorporando
buffer de fosfatos salino frio y se utilizaron 50 pg de proteina que se separaron en un gel de
poliacrilamida (10%) con dodecilsulfato de sodio y se transfirieron a membrana de PVDF. La
expresion de COX-2 se evalué utilizando anticuerpo especifico. El anticuerpo contra y-tubulina
se utiliz6 como control. Se utilizé6 la técnica de quimioluminicencia. Se realizaron tres
experimentos por separado y se colocé una imagen representativa. Las imagenes se obtuvieron
por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work. * p < 0.05 en comparacion
del basal con la maxima expresion proteica de COX-2 y ** p < 0.05 en comparacién de la maxima

expresion proteica de COX-2 con el mayor efecto de los inhibidores sobre dicha expresion.
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EILTA obtenido de S. sanguinis aumentalainduccién transcripcional de COX-
2 através de MEK, JNK y PKC.

Una vez definidas las condiciones a las cuales se presentaba una mayor expresion
proteica de COX-2, se caracteriz0 a nivel transcripcional el efecto del LTA de S.
sanguinis en H9c2. En los resultados pudimos observar que la mayor induccion de
COX-2 se da a partir de las 4 hrs. de tratamiento y se mantuvo hasta las 6 hrs. (Fig.
8A). La méxima dosis para la induccion del ARNm de COX-2 se observo con 15
ug/ml de LTA (Fig. 8B). Como se observo en la figura anterior se determino que
posible cinasa esté involucrada en la induccion del ARNm de COX-2 utilizando los
inhibidores PD98059, SB203580, SP600125 y Calfostina C. Se observd, como en
la expresion proteica de COX-2, que PD98059, SP600125 y Calfostina C inhibieron
la induccién del ARNm de COX-2 bajo el tratamiento con el LTA de S. sanguinis
durante 4 hrs. (Fig. 8C). Esto nos sugiere que las cinasas MEK, JNK y PKC estan
involucrados en la regulacion de la induccion transcripcional de COX-2 por el LTA

de la bacteria de origen oral S. sanguinis en cardiomiocitos de raton neonatal.
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Figura 8. Curso temporal, dosis respuestay efecto de los inhibidores de cinasas sobre la
induccioén trasncripcional del ARNm de COX-2 por el LTA obtenido de S. sanguinis en
H9c2. A) Las células H9c2 (1 x 108) se cultivaron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la

subconfluencia se incubaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas, al término de la incubacién se
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trataron por diferentes periodos de tiempo con LTA (15 pug/ml). B) Las células H9c2 se cultivaron
en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia se incubaron por 16 hrs. en DMEM
+ 2% SBF y se trataron con diferentes dosis de LTA por 4 horas. C) Las células se preincubaron
durante 30 minutos con los inhibidores posteriormente se trataron con LTA por 4 hr. Los
experimentos se realizaron por triplicado y se colocd una imagen representativa. Se utilizé
GADPH como control. Al término la reaccién se aislé el RNA y se utilizé6 1ug de RNA para el
ensayo de RT-PCR, los geles se tifieron con bromuro de etidio y las imagenes se obtuvieron
por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work. * p < 0.05 en comparacion
de basal con la méxima induccion transcripcional de COX-2 y ** p < 0.05 en comparacion de la
méxima induccidn transcripcional de COX-2 con el mayor efecto de los inhibidores sobre dicha

expresion.
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MEK y JNK regulan la expresién de COX-2.

Una vez que se determind que las cinasas MEK y JNK estan involucradas en la
regulacion de la expresién de COX-2, se quiso comprobar si PD98059 y SP600125
inhibian el efecto del LTA sobre la expresién de COX-2 de una forma dependiente
de la dosis del inhibidor. De esta forma se preincubaron las células a dos
concentraciones diferentes de los inhibidores, una de las dosis por debajo de la ICso
descrita para cada uno de los inhibidores (ICso PD98059, 10 uM; ICso SP600125, 5
uM). Observamos que la inhibicion de la expresion de COX-2 fue dependiente la
dosis de los inhibidores, lo cual corresponde con los resultados obtenidos en la
figura 1 (Fig. 9).
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Figura 9. Papel de MEK y JNK en la regulacion de la expresion de COX-2 a través de los
inhibidores PD98059 y SP600125 sobre la expresion de COX-2 por LTA obtenido de S.
sanguinis en H9c2. A) Las células H9c2 (1 x 10°) se cultivaron en cajas de 6 pozos. Cuando
alcanzaron la subconfluencia se incubaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas, al término las
células se preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores, posteriormente se trataron con
LTA por 6 hrs. Al término la reaccion se detuvo incorporando buffer de fosfatos salino frio y se
utilizaron 50 ug de proteina que se separaron en un gel de poliacrilamida (10%) con
dodecilsulfato de sodio y se transfirieron a membrana de PVDF. La expresion de COX-2 se
evalud utilizando anticuerpo especifico. Las imagenes se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt y
se analizaron por el sistema Labs Work. ** p < 0.05 en comparacion de la maxima expresion

proteica de COX-2 con el mayor efecto de los inhibidores sobre dicha expresion.
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EI LTA induce el ARNm de IL-1B a través de MEK y PKC.

Debido a la importancia que tiene la citocina IL-13 como parte de la respuesta
inflamatoria nos enfocamos a determinar el efecto que tiene el LTA de S. sanguinis
sobre la induccion transcripcional del ARNm de IL-1p y la cinasas involucradas en
este evento. En este ensayo se procedié a determinar a nivel transcripcional el
efecto del LTA de S. sanguinis en H9c2 observando que la mayor induccién de IL-
1B se dio a una dosis de 10 ug/ml del LTA (Fig. 10A). También se determind que
cinasa esta involucrada en la induccion de IL-1p a nivel transcripcional utilizando los
inhibidores PD98059, SB203580, SP600125 y Calfostina C. En nuestros resultados
se encontrard que principalmente PD98059 y Calfostina C inhibieron la induccion
del ARNm de IL-1p (Fig. 10B). De esta forma podemos concluir que las cinasas

involucradas en induccion de IL-1b por el LTA de S. sanguinis son MEK y PKC.
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Figura 10. Dosis respuesta y efecto de los inhibidores de cinasas sobre la induccion del
ARNm de IL-1B por el LTA de S. sanguinis en H9c2. A) Las células H9c2 se cultivaron en
cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia se incubaron por 16 hrs. en DMEM +
2% SBF se trataron con diferentes dosis de LTA por 4 horas. B) Las células se preincubaron
durante 30 minutos con los inhibidores posteriormente se trataron con LTA por 4 hr. Los
experimentos se realizaron por triplicado y colocé una imagen representativa. Se utilizé GADPH
como control. Al término la reaccion se aislé el ARN y se utilizé 1ug de ARN para el ensayo de
RT-PCR, los geles se tiflieron con bromuro de etidio y las imagenes se obtuvieron por el sistema
Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work. * p < 0.05 en comparacion de basal con la
maxima induccion transcripcional de IL-1B, y ** p < 0.05 en comparacién de la maxima induccion
transcripcional de IL-1B y *** p > 0.05 en comparacion de la maxima induccién transcripcional

de IL-1B con el mayor efecto de los inhibidores sobre dicha expresion.
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El LTA de S. sanguinis induce la fosforilacion de PKCa de forma dependiente
del tiempo.

Debido a que se observé que la inhibicion de PKC disminuye la expresiéon de COX-
2 por el efecto del LTA de S. sanguinis se estudié si la endotoxina promovia la
fosforilacion de la isoforma de PKCa de forma dependiente del tiempo. Nuestros
resultados demostraron que la fosforilacion de PKCa es dependiente del tiempo

sobre el tratamiento con el LTA siendo su mayor fosforilacion a los 5 min de
tratamiento en las células H9c2 (Fig 11).
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Figura 11. Curso temporal sobre la fosforilacion de PKCa por el efecto del LTA de S.
sanguinis en H9c2. Las células H9c2 se cultivaron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la
subconfluencia se incubaron por 16 hrs. en DMEM + 2% SBF se trataron con diferentes tiempos
aunadosis de 15 ng/ml de LTA. Al término la reaccion se detuvo incorporando buffer de fosfatos
salino frio y se utilizaron 50 pg de proteina que se separaron en un gel de poliacrilamida (10%)
con dodecilsulfato de sodio y se transfirieron a membrana de PVDF. La fosforilacién de PKCa
se evalud utilizando anticuerpo especifico. Las imagenes se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt
y se analizaron por el sistema Labs Work. * p < 0.05 en comparacién de basal con la maxima

expresion proteica p-PKCa.
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El LPS obtenido de P. gingivalis aumenta la expresion de COX-2 a través de
MEK y JNK.

A pesar de que se sabe muy bien la funcion que tiene el LPS en la produccion de
citocinas proinflamatorias y la prostaglandina PGE:2 en varios tipos celulares, adn
no se sabe del papel del LPS de la bacteria oral P. gingivalis sobre la produccion de
citocinas proinflamatorias y PGE:z en cardiomiocitos. Debido a esto, nos propusimos
a determinar el papel del LPS de P. gingivalis en la expresion de la enzima
precursora de PGE2, COX-2. En nuestros resultados observamos que la mayor
expresion de COX-2 se dio a una dosis de 1 ug/ml de LPS de P. gingivalis (Fig.
12A). Ademas, para determinar que posible cinasa esta involucrada en la expresion
de COX-2 por el LPS de P. gingivalis se utilizaron los inhibidores PD98059,
SB203580, SP600125 y Calfostina C. Se observé que los inhibidores PD98059 y
SP600125 tuvieron un efecto negativo en la expresion de COX-2 (Fig. 12B).
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Figura 12. Dosis respuesta y efecto de los inhibidores de cinasas sobre la expresién de
COX-2 por el LPS obtenido de P. gingivalis en H9c2. A) Las células H9c2 se cultivaron en
cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia se incubaron por 16 hrs. en DMEM +
2% SBF se trataron con diferentes dosis de LPS por 4 hrs. B) Las células se preincubaron
durante 30 minutos con los inhibidores posteriormente se trataron con el LPS por 4 hr. Al término
la reaccién se detuvo incorporando buffer de fosfatos salino frio y se utilizaron 50 pg de proteina
que se separaron en un gel de poliacrilamida (10%) con dodecilsulfato de sodio y se transfirieron
a membrana de PVDF. La expresién de COX-2 se evalud utilizando anticuerpo especifico. El
anticuerpo contra y-tubulina se utilizé como control. Se utilizé la técnica de quimioluminicencia.
Se realizaron tres experimentos por separado y se colocé una imagen representativa. Las
imagenes se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work. * p
< 0.05 en comparacion de basal con la maxima expresion proteica de COX-2 y ** p < 0.05 en
comparacion de la maxima expresion proteica de COX-2 con el mayor efecto de los inhibidores

sobre dicha expresion.
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El LPS de P. gingivalis aumenta lainduccion transcripcional de IL-1p a través
de MEK, p38, INK y PKC.

Basados en los resultados anteriores, se estudio el papel del LPS de P. gingivalis
en la induccion de ARNm de IL-1B. Se observo que la mayor induccién de IL-1p se
dio a partir de las 4 hrs. de tratamiento y se mantuvo hasta las 6 hrs. (Fig. 13A).
Para determinar las cinasas involucradas en la induccion de IL-13 a nivel
transcripcional se utilizaron los inhibidores PD98059, SB203580, SP600125 y
Calfostina C. Se observé que PD98059, SB203580, SP600125 y Calfostina C
inhibieron la induccion del ARNm de IL-1p (Fig. 13B). A partir de estos datos
podemos concluir que la activacion de las cinasas MEK, p38, JNK y PKC regula la
induccion trasncripcional de IL-1p en cardiomiocticos por el efecto del LPS de P.

gingivalis.
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Figura 13. Curso temporal y efecto de los inhibidores de cinasas sobre la induccion
transcripcional de IL-1B por el LPS de P. gingivalis en H9c2. A) Las células H9c2 (1 x 108)
se cultivaron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia se incubaron en DMEM
+ 2% SBF por 16 hrs. al término se trataron por diferentes periodos con LPS (1 ug/ml). B) Las
células se preincubaron durante 30 minutos con los inhibidores posteriormente se trataron con
LPS por 6 hrs. Al término la reaccidn se aislé el RNA y se utilizé 1ug de RNA para el ensayo de
RT-PCR, los geles se tifieron con bromuro de etidio y las imagenes se obtuvieron por el sistema
Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work. * p < 0.05 en comparacion de basal con la
maxima induccion transcripcional de IL-1p y ** p < 0.05 en comparacion de la maxima induccion

transcripcional de IL-1B con el mayor efecto de los inhibidores sobre dicha expresion.
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J. Discusion

Las endotoxinas bacterianas como el LPS y LTA de P. gingivalis y S. sanguinis,
respectivamente, promueven la expresion e induccion transcripcional de COX-2 e
IL-1B en cardiomiocitos. Cabe destacar que el origen de las endotoxinas que se
utilizaron en este estudio, son de bacterias presentes en la cavidad bucal y la
respuesta que se observé refuerza lo que se sabe acerca del papel de estas
bacterias en el desarrollo de enfermedades cardiovasculares como endocarditis y
aterosclerosis. Se sabe que S. sangunis es uno de los principales organismos
infecciosos causantes de la endocarditis, pero llega a sorprender que es muy poco
lo que se sabe acerca de como esta bacteria induce inflamacién en tejido cardiaco.
Ademas se ha demostrado que muchas bacterias secretan potentes proteinas
inductoras e inhibidoras de citocinas.®®> Por esta razén es fundamental el
comprender los mecanismos celulares que desencadenan estas bacterias en un

organo tan importante como el corazén.

Ademas de procesos inflamatorios desencadenados por patégenos en el
corazén se ha encontrado que el fallo de contraccion miocardica en el choque
séptico puede desarrollarse también después de interacciones directas entre
motivos moleculares liberados por patdégenos y los receptores especificos.?* En el
caso de las bacterias orales como P. gingivalis se ha demostrado que este
periodontopatégeno induce hipertrofia en cardiomiocitos aumentando la actividad
de la matriz metaloproteinasa (MMP)-9 y el aumento de tamafo en células H9c2,
mientras que, otras bacterias periodontopatégenas como A.
actinomycetemcomitans y P. intemedia, no inducen el mismo efecto.*! Los estudios
del efecto del LPS sobre el corazén también han demostrado que algunos
componentes, como el glucosido fendlico gastridina usado comunmente en la
medicina tradicional China, tiene la capacidad de inhibir procesos inflamatorios en
el corazén. El glucosido fendlico gastridina que posee varias propiedades biologicas

y farmacolégicas. Se ha encontrado que el tratamiento con gastrodina suprime la
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activacion de NF-«xB y la familia de las MAPKSs y la sobreregulacion de la expresion
de INOS, COX-2, TNF-a, IL-6 en cardiomiocitos H9c2 estimulados por LPS.
Ademas, la inhibicién impiden parcialmente los efectos inhibitorios del gastrodina
sobre la fosforilacion de 1kB-a, ERK 1/2, JNK, y p38, y la activaciéon de NF-xB.1%°
Esto contriuye con el plantemiento de buscar nuevas componentes que tengan un

afecto directo sobre los mecanismos realcionaos con la inflamacion del miocardio.

En esta investigacion se demostrd que la induccion de COX-2, una enzima
muy importante en la produccion de PGE2, e IL-1B por el LTA y el LPS de las
bacterias estudiadas que se observan cominmente en la cavidad oral es de forma
diferencial. Se pudo observar que la MAPK ERK regula, junto con otras cinasas, la
induccién tanto de COX-2 como IL-1f por el LTA y el LPS, pudiendo destacar la
importancia que tiene esta cinasa en varios eventos celulares. Por el otro lado
observamos que JNK esta involucrada en la regulacion de la induccion de COX-2 e
IL-1B por el LPS y la induccion de COX-2 por el LTA. En el caso de p38 pudimos
encontrar que esta involucrada en la induccion de IL-1B por el LPS. Sin embargo,
cabe mencionar que Wu y colaboradores 3 encontraron que la actividad de las
MAPKs, p38 y ERK, y las proteinas asociadas a estas, en células H9c2, son
sobrerreguladas por el medio condicionado con P. gingivalis, aumentando el tamafio
celular, fragmentacion de DNA, condensacion de nucleo, muerte celular
mitocondrial asociada con Bcl-2 (Bad), citocromo C citosélico (Cyt C), y la forma
activa de las proteina caspasa 9 en células H9c2. Sin embargo, estos eventos
fueron reducidos después de la pretratamiento con SB203580.3° Ademas, en un
estudio realizado por Frazier y colaboradores 1% encontraron que la produccion de
citocinas disminuy6 cuando las células fueron pretratadas con el inhibidor de p38
antes del tratamiento con LPS. Dos importantes moléculas de sefalizacién celular
tipicamente reguladas por receptores acoplados a proteina G, AMPc y PKC,
también son estimuladas por el LPS y las citocinas inflamatorias TNF-a e IL-6, a
través de un proceso regulado por Mkp-1y p38. Sin embargo, el uso de anticuerpos
contra Ga(s) y Ga(qg) bloquean el aumento de AMPc celular y la activacion de PKC,

respectivamente, en respuesta al estimulo inflamatorio, indicando un papel
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importante de las proteinas G acopladas a receptores en este proceso. La
estimulacion con LPS aumenta la expresion de COX-2 en células H9c2, que también
expresan receptores de protaglandina. El bloqueo del receptor de prostaglandina
EP4 unido a proteina G por AH23848 previene el aumento del AMPc inducido por
el LPS.19° Cabe mencionar que aun hace falta estudiar mas a fondo el papel de las
MAPKs en la sefializacion intracelular seguida a un infarto que lleva a una
disminucién de la contractilidad, apoptosis, fibrosis y caso fallo cardiaco, en donde
las MAPKSs podrian tener un papel fundamental tanto en estos eventos como en

procesos infecciosos como la endocarditis.

Se ha demostrado que después de la administracion de los inhibidores
incluyendo U0126 (inhibidor de ERK 1/2), SB203580 (inhibidor de la MAPK p38),
SP600125 (inhibidor de JNK 1/2), CsA (inhibidor de calcineurina), FK506 (inhibidor
de calcineurina), y QNZ (inhibidor de NF-xB), las caracteristicas hipertréficas
inducidas por LPS, como el incremento de tamafio de las células, las fibras de
actina, y los niveles de ANP y BNP, y la localizaciéon nuclear de NFAT-3 son
marcadamente inhibidas solo con los inhibidores de calcineurina, CsA y FK506 en
un estudio realizado por Liu y colaboradores 8. Colectivamente los resultados
obtenidos sugieren que el LPS lleva a la hipertrofia miocardica a través de la via de

sefializacion de calcineurina/NFAT-3 en células H9c2.108

En el caso de PKC pudimos demostrar, con el uso del inhibidor Calfostina C,
que su activacion regula la induccion de COX-2 e IL-1B por el efecto del LTA,
ademas de que regula la induccién de IL-1p por el LPS. Debido a esto, y a que
PKCa es la isoforma de PKC mas comunmente encontrada en cardiomiocitos,
demostramos que la isoforma PKCa se fosforila de manera dependiente del tiempo
en presencia del LTA en cardiomiocitos. Las isoformas de PKC han emergido como
importantes reguladores de la contraccion cardiaca, hipertrofia, y vias de
sefializacién que influyen en la lesién isquémica.?” Se ha reportado los diversos
papeles de PKC en los cardiomiocitos, encontrando que el pretratamiento con el
inhibidor especifico de PKCg, eV1-2, previene la fosforilacion de la Cx43 inducida

por la lisofosfatidilcolina (LPC) en Ser 368 y la pérdida de Cx43 en las uniones gap,
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en donde se podria afectar la funcidon de la comunicacion intracelular por uniones
gap. De esta forma se puede decir que el LPC destruye la estructura y la funcion de
uniones gap por la fosforilacion en serina de Cx43 mediado por PKCe. De esta forma
los inhibidores de PKCe podrian ser efectivos en prevenir enfermedades

relacionadas con LPC.119

En adiciébn a lo encontrado en esta investigacidbn con respecto a PKC,
estudios recientes indican que las isoformas de PKC y las proteinas de choque
térmico (HSP) estan involucradas en la cardioproteccion. Se ha encontrado que la
expresion mediada por adenovirus de PKCa en miocitos ventriculares de raton
neonatal no solo aumentan la expresion de la HSP70 sino también la protege contra
la simulacién de isquemia reperfusion. Ademas se encontré que existe una cercana
interaccion entre PKCa y HSP70, independiente a la activacion del factor 1 de
choque térmico, y de esta forma la proteccion otorgada por la sobreexpresion de

PKCa es mediada por la induccién transcripcional de la expresion de HSP70.1%6

En resumen, la induccién de la citocina proinflamatoria IL-1p y PGE->
dependen de una activacion diferencial de cinasas por el efecto de las endotoxinas
de bacterias de la cavidad bucal, lo cual nos hace ver la complejidad de la

transduccion de sefiales en cardiomiocitos.
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K. Conclusiones

La respuesta inmunolégica innata no depende exclusivamente de los mecanismos
de defensa asociados al epitelio y mucosa y de las células derivadas de la médula
0sea, si no también de las células que forman la estructura de los tejidos y 6rganos.
Como se pudo observar en esta y otras investigaciones, el papel de las células como
los cardiomiocitos es muy imporante al momento de sensar componentes
bacterianos que desencadenan una respuesta inflamatoria como los PAMPs.
Ademas del conocimiento que se tiene sobre los cambios en la contractilidad de los
cardiomiocitos asociada a las presencia de Iso PAMPs es importante sefialar que
los cardiomiocitos poseen todos los mecanismos celulares necesarios para poder
contribuir con la produccion de citocinas inflamatorias como la IL-1p y PGE2. Por lo
tanto, el conocimiento de estos mecanismos que regulan la produccién de citocinas
proinflamatorias por el efecto de endotoxinas de bacterias bucales ayudaran a
fundamentar la relacion de las bacterias bucales con las enfermedades
cardiovasculares asi como comprender de una mejor forma estos eventos para que
el dia de mafiana se puedan desarrollar tratamiento especificos para enfermedades
infecciosas relacionadas con las sepsis de bacterias de la cavidad oral.
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