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1. Resumen

Las enfermedades cardiacas presentan un grave problema a nivel mundial. En
México es la primera causa de muerte, entre ellas la endocarditis infecciosa (EI)
genera una mortalidad de hasta 40% cuando no se recibe tratamiento adecuado.
La endocarditis infecciosa es una enfermedad sistémica que se clasifica como
cronica o aguda. La causa principal se relaciona con infecciones bucales por la
relacion entre microorganismos causantes de la enfermedad y microorganismos
de flora normal de boca. El sistema inmunologico se encarga de proteger al
cuerpo por medio de diferentes mecanismos. La respuesta innata es la primera
linea de defensa cuando un tejido sufre una lesién. Las células de la respuesta
innata, a través de sus receptores de reconomiento a patogenos (PRR),
reconocen a los patrones moleculares asociados a patogenos (PAMP) iniciando la
activacion de la via proteina cinasa activada por mitégeno (MAPK) que tiene como
resultado la translocacion a nucleo del factor citoplasmico Kappa B (NF-kB) y la
proteina activadora 1 (AP-1) promoviendo la transcripcion y sintesis de citocinas
pro-inflamatorias. Se busca caracterizar los efectos de la rutina (flavonoide) en la
activacion de cinasas involucradas en inducir respuestas inflamatorias en la linea
celular de cardiomiocitos de ratdon H9c2 (H9c2) inducidas por peptidoglicano
(PGN). Para medir la expresion de cinasas por medio de la técnica de Western
blot se realizaron ensayos de curso temporal en los que se observd un incremento
de la fosforilacion con relacion al tiempo. Asi mismo, se realizaron ensayos dosis-
respuesta, en los cuales se observd un incremento de la fosforilacién de la cinasa
regulada extracelularmente (ERK) y la cinasa c-Jun N-terminal (JNK) a 10 pyg/mL
y para la proteina cinasa p38 (p38) a 5 ug/mL. El pre-tratamiento con rutina inhibio
la fosforilacién de ERK, p38 y JNK fue dosis-dependiente todos tratados con PGN.
Con los resultados obtenidos concluimos que el pre-tratamiento con rutina regula

procesos inflamatorios estimulados por PGN en cardiomiocitos de ratén.



2. Planteamiento del problema

Cifras mundiales nos indican que la frecuencia de un infarto agudo al
miocardio es cada cuatro segundos, mientras que para un evento vascular

cerebral es cada cinco segundos.’

La enfermedad cardiaca se puede presentar en pacientes con patologia
reumatica, cardiopatias congénitas y drogadictos con administracion intravenosa.
Se produce una vegetacién en una valvula cardiaca, prétesis valvular o defecto
septal en el momento que se conjugan un factor condicionante (enfermedades

periodontales) y un microorganismo.?

La gingivitis involucra inflamacion causada por placa dento-bacteriana que
se presenta al inicio de la enfermedad periodontal; es una infeccion que llega a
dafar multiples 6rganos y causar cambios patoldgicos. La enfermedad gingival es
la segunda causa de muerte relacionada a una alteracion bucodental perjudicando

a tres cuartas partes de la poblacion, iniciando desde la nifiez temprana.®*

La endocarditis infecciosa (El) genera alta mortalidad, de alrededor de 40%,
cuando no se recibe el tratamiento adecuado. La resistencia microbiana es un
problema a nivel mundial provocado por el uso irracional de antibidticos. Al no
seguir los tratamientos adecuadamente se generan cepas de microorganismos

cada vez mas resistentes.

El diagndstico oportuno y el correcto tratamiento de pacientes con ésta
enfermedad brindard una mejor calidad de vida. En pacientes con alto riesgo de
contraer la enfermedad, la identificacion oportuna permitira utilizar medidas de
prevencion y asi reducir el riesgo de contraer la enfermedad en ese subgrupo de

pacientes.?



3. Introduccion
3.1 Marco histoérico

Durante el siglo XX las ciencias de la salud como Medicina y Odontologia buscan
las causas de enfermedades sistémicas. Willoughby D. Miller y William Hunter
divulgaron que la causa principal de las enfermedades sistémicas son las
infecciones bucales. Durante la “era de la infeccién focal”’, Médicos y Odontélogos
estarian de acuerdo con la idea que una infeccion localizada (p. ej. periodontitis)

se disemina por torrente sanguineo y causaria enfermedades sistémicas.

Willoughby D. Miller sustenté en su trabajo “The human mouth as a focus of

infection” °

que la flora bucal causa enfermedades sistémicas mientras que William
Hunteren en una conferencia de la Universidad de McGill sostuvo que las malas
practicas odontoldgicas (coronas, puentes y protesis rodeados de “masa séptica”)
son causa de la mayoria de las enfermedades sistémicas. Entonces la
periodontitis, caries y mala higiene son antecedentes que indican el inicio de

enfermedades sistémicas.

Se conoce bien que las infecciones por flora normal bucal provocan alteraciones
sistémicas, para asi evitar estas alteraciones la Academia Americana de
Periodontologia sugiere que “se informe a los pacientes y a los proveedores de
atencion de la salud que el tratamiento periodontal puede prevenir la aparicidén o la

progresion de enfermedades inducidas por aterosclerosis”. 6

La causa principal de la El es el paso de microorganismos desde sus sitios
habituales a tejido cardiaco. Cuando algun tejido se ve comprometido por causa
de una lesion, por ejemplo procedimientos dentales que produzcan sangrado,
infecciones en otras localizaciones o drogadiccion intravenosa, es mas facil que
bacterias ingresen a torrente sanguineo causando la bacteriemia. Las lesiones
provocadas en valvulas cardiacas, endocardio, miocardio y pericardio se llaman

vegetaciones.?



La endocarditis producida por infeccion se clasifica en:

e Cronica, su evolucién es por un periodo largo, presenta fiebre, debilidad y
soplos cardiacos. Cuando no se recibe el tratamiento adecuado lleva a la
muerte del paciente, es causada por Coexiella burnetti.

e Subaguda, el padecimiento se desarrolla por mas de dos semanas, es
principalmente producida por Streptococcus viridans, y el padecimiento es
silencioso y provoca complicaciones como embolismo o insuficiencia
cardiaca.

e Aguda, a falta de tratamiento puede llevar a la muerte en menos de dos
semanas de desarrollo por una sepsis, causada por Staphylococcus

aureus.?
3.2 Etiologia
La etiologia de la El es debido a:

¢ Infecciones pre-quirurgicas y post-quirurgicas.

¢ Infecciones bucales o de vias urinarias.

e Cirugias dentales

e Alteraciones cardiacas como cardiopatia congénita o valvular.
e Drogadictos por administracion parenteral.

e Infecciones por catéter. ’



3.3 Fisiopatologia

En ocasiones el paciente suele padecer de un defecto septal, tener una valvula
cardiaca o protesis valvular donde es mas facil la colonizacion del microorganismo
patogeno, después de la colonizacién en estas regiones se inicia la inflamacion
provocando necrosis del tejido, entonces con el proceso de coagulacion en la cual
la formacién de fibrina y agregacion plaquetaria ayudan a la formacion del trombo,
entre las redes de fibrina es donde los microorganismos patdgenos colonizan
generando vegetaciones valvulares, endocardiacas o endoteliales. Las
vegetaciones formadas en esta zona pueden fragmentarse y diseminarse por via
sanguinea a arterias de la circulacion coronaria, cerebral, renal y extremidades, en
casos de que afecte un vaso de tamano pequeno puede provocar infarto en la
region, endarteritis séptica, formacion de aneurismas y ruptura. Esta colonizacion

estimula al sistema inmunoldgico para generar una respuesta al dafio.?
3.4 Infecciones bucales

Las lesiones relacionadas con la endocarditis comunmente son infecciones
bucales porque se ha demostrado que en la mayoria de los casos existe una
relacion entre los microorganismos causantes de la enfermedad vy
microorganismos de flora normal de la boca, ademas de que los sintomas de la
enfermedad se presentan después de infecciones bucales o procedimientos

quirtrgicos.?
3.5 Floranormal

El conjunto de microorganismos que se encuentran de forma natural en distintos
sitios del cuerpo (piel, boca, tracto respiratorio, gastrointestinal) en un individuo

sano se denomina flora normal.® La flora normal se clasifica en dos grupos:

e Simbiontes/mutualistas. Generan alguna beneficio al huésped, p. €j. evitan
colonizacion de patdgenos.

e Comensales. No generan beneficio ni prejuicio al huésped.®



3.5.1 Floranormal de boca

En la flora normal de la boca existe una gran variedad de microorganismos.
Después del nacimiento. Los estreptococos viridans colonizan la boca. Con el
tiempo colonizan la boca estafilococos, diplococos (Neisseria), difteroides y
lactobacilos. En la etapa de denticibn se agregan espiroquetas, bacteroides,

fusobacterias, vibriones y lactobacilos.®
3.5.2 Placadental

Cuando no se siguen las recomendaciones de higiene bucal, los microorganismos
de la flora bucal se acumulan en piezas dentales formando biofilms. Esto provoca
que bacterias se establezcan y produzcan diferentes factores de virulencia que
dafan dientes (esmalte, dentina, cemento, pulpa) (Figura 1), asi como tejidos del
sostén (periodonto). El dano al esmalte (descalcificacion) por bacterias que
generan acidez inicia el proceso de caries dental. Dafos al hueso alveolar
producido en la enfermedad periodontal destruyen el hueso alveolar. Pacientes
con enfermedad periodontal no siguen las recomendaciones de higiene

bucal 6, 10,11

Figura 1. Tejidos dentarios.
El diente esta integrado por tejidos que en conjunto entre si cumplen los objetivos de sus

funciones. A. esmalte; B. pulpa; C. dentina; D. cemento.®



3.5.3 Patogenicidad bacteriana

La capacidad de un microorganismo de causar una lesion se denomina
patogenicidad y la intensidad de la patogenicidad se llama virulencia. Los factores
de virulencia son codificados por el genoma del microorganismo y permiten
colonizar, invadir y provocar enfermedad en el huésped. Existen tres mecanismos

de patogenicidad: adhesividad, invasividad y toxigenicidad.9
3.5.4 Formacion de la placa dental

Las adhesinas son las proteinas encargadas de la adherencia bacteriana, la cual
es una caracteristica de la mayoria de las bacterias. Es irreversible, es el inicio de
la colonizacién y con relacion a las bacterias patégenas permite la liberacion de

factores de virulencia.® 12

Las principales caracteristicas que ayudan a la bacteria en la formacion de la

biopelicula son:

e Cargas y superficies libres de energia.
e Hidrofobicidad de los microorganismos.
¢ Adhesinas.

e Polisacaridos extracelulares.'® ™

El inicio de la formacion de la placa dental inicia con macromoléculas hidréfobas
que se adsorben en superficies bucales después de comer formando a lo que se
denomina pelicula condicionante formada por glucoproteinas salivales (mucinas)
incrementando la adherencia bacteriana. Las principales bacterias que se
adhieren son cocos gram positivos anaerobios facultativos, principalmente

Streptococcus sanguinis dando lugar a la colonizacién primaria (Figura 2).



Biopelicula
Pelicula

Figura 2. Colonizacion primaria.

Las macromoléculas hidréfobas adsorbidas en las superficies bucales incrementa la adherencia
bacteriana, colonizacién con predominio de bacterias facultativas gram positivas. Ss: Streptococcus

sanguinis es el microorganismo dominante. Av: las especies de Actinomyces.®

La pelicula condicionante comienza a aumentar en volumen por crecimiento
bacteriano y adhesién de otras bacterias, en esta etapa bacilos gram positivos

aumentan su poblacion (Figura 3).

Biopelicula
Pelicula

Figura 3. Formacién de placa.

Por crecimiento bacteriano y adhesion de otras bacterias (cocos y bacilos facultativos gram

positivos) aumenta la biopell'c:ula.6

Establecidos estos microorganismos, sus receptores permiten la adherencia de
microorganismos gram negativos como p. ej. Veionella, fusobacterias y bacterias

gram negativas anaerobias (Figura 4).
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Figura 4. Adherencia.
Las colonizaciones primarias por cocos y bacilos facultativos gram positivas ayudan la adherencia

de microorganismos gram negativos. Fn: Fusobacterium nucleatum, Bl: Prevotella intermedia.’

La colonizacibn aumenta con microorganismos gram negativos los cuales
aumentan la patogenicidad de la biopelicula, el intercambio de nutrientes y

produccion de bactericidas (Figura 5).

Biopelicula
Pelicula

Figura 5. Colonizacion secundaria.

Con el desarrollo de la biopelicula, la colonizacién secundaria aumenta la patogenicidad de la
biopelicula con microorganismos como Porphyromonas gingivalis. Bg: Porphyromonas gingivalis;

Cg: especie de Capnocytophaga.6



La biopelicula (Figura 6) provoca que en la matriz el paso del oxigeno y nutrientes
se vuelva escaso generando un ambiente anaerobico y las bacterias presentes

inicien procesos de fermentacion.®

Sustrato Adsorcion Microorganismos  Multiplicaciéon Adsorcion secuencial
limpio molecular aislados de microorganismos
(Fase 1) (Fase 2) (Fase 3) (Fase 4)

Figura 6. Formacién de biopelicula.
Proceso por el cual se forma la biopelicula, principalmente son 4 etapas, la fase 1 donde sucede la
adsorcion molecular y asi establecer la base de la colonizacién, la colonizacién primaria en la
fase 2, el crecimiento de la matriz extracelular y crecimiento bacteriano en la fase 3 y por ultimo la

colonizacion secundaria en la etapa 4. 6

Las bacterias que se encuentran en la matriz de la biopelicula, generan enzimas
hidroliticas que degradan péptidos, dafiando el esmalte, accediendo a la pulpa
que nutre a los odontoblastos para asi obtener su principal fuente nutricional por
medio de una microcirculacién que dispone nutrientes y desecha productos de su

metabolismo (Figura 7).

10



Figura 7. Esquema del patrén vascular de la pulpa.
En la pulpa se produce la microcirculacion que tiene por objetivo una microcirculacion para

contribuir con el aporte de nutrientes y retirar desechos metabolicos.

Las células epiteliales de la encia (Figura 8) por sus funciones de proteccion,
defensa y sostén, ante alguna infeccion o dafio se encargan de sintetizar
citoquinas, moléculas de adhesion, factores de crecimiento y enzimas, ademas de
péptidos antimicrobianos. Los residuos de los microorganismos generan
inflamacion facilitando el acceso a nutrientes y promoviendo el aumento de

especies bacterianas gram negativas. ® '

11



Borde de la encia '
Encia libre }
Surco
gingival ~— Epitelio
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Figura 8. Diagrama esquemaético de la encia.
El diagrama es una vista del rectangulo sefialado del diente. Se observa la unién entre el epitelio
gingival y el esmalte del diente. Las lineas negras simbolizan fibras colagenas del cemento del

diente y de la cresta del hueso alveolar que se propagan por el epitelio gingival.11

3.6 Inmunologia

El sistema inmunoldgico tiene como objetivo proteger al organismo por diferentes

mecanismos frente a infecciones generadas por diferentes microorganismos.

El sistema inmunolégico presenta barreras para evitar colonizacién e infeccion de

microorganismos, estas barreras son:

e Fisicas: piel, mucosas, lagrimas, saliva.
e Quimicas: -log [H'] (pH).

e Bioldgicas: Flora normal.

12



La piel es la primera barrera fisica, evita que microorganismos entren al
organismo. Las mucosas evitan adherencia a las células epiteliales, los antigenos
son atrapados por el moco y eliminados por movimientos ciliares, ademas de tener

una funcion de lavado contienen enzimas que altera la estructura microbiana.

El pH es diferente en partes del cuerpo como piel, estbmago, sudor que impide la
supervivencia de microorganismos. La flora normal por antagonismo evita
colonizacion de muchos o6rganos. Cuando la flora normal se elimina por uso
inadecuado de antibidticos la susceptibilidad del huésped de tener alguna

infeccién por microorganismos oportunistas aumenta.’
3.6.1 Respuestainnata

La respuesta inmunoldgica estda compuesta de respuesta innata y adaptativa. La
respuesta innata es la primera linea de defensa que actua cuando un tejido sufre
una lesion y el microorganismo patégeno logra penetrar. Células como monocitos,
macrofagos, neutréfilos, eosindfilos y células dendritica reconocen el antigeno
para fagocitarlo, destruirlo e inducir inflamacién, para después activar la respuesta
adaptativa que es efectuada por linfocitos T y B. '?'® Las células de la respuesta
innata reconocen antigenos por medio de moléculas especificas, como lo son los
receptores llamados receptores de reconocimiento a patégenos (PRR) que

pueden ser:

e Los receptores tipo Toll (TLR), reconocen moléculas presentes en
microorganismos llamados Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
(PAMP) p. ej. lipopolisacarido (LPS), peptidoglicano (PGN), acido
lipoteicoico y acido desoxirribonucleico (DNA) bacteriano, iniciando la
respuesta inflamatoria por medio del factor de transcripcion factor
citoplasmico Kappa B (NF-kB) para citosinas como factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa), Interferbn gamma (IFN-y), Interleucina 1 (IL-1),
Interleucina 2 (IL-2), Interleucina 8 (IL-8), Interleucina 12 (IL-12) y

defensinas.

13



e Receptores NOD (Dominio de oligomerizacion de union de nucledétidos).

e Secretados como el complemento y lectinas, el complemento cumple una
funcidén de opsonizacion, quimiotaxis y activacién de leucocitos.

e Expresados por la pared celular para inducir endocitosis p. ej. Receptores

de manosa.
3.6.2 PAMP

Las PAMP son moléculas presentes en microorganismos y sus principales

caracteristicas son:

o Expresarse en patdégenos procariotas.

e Son moléculas altamente conservadas, lo que significa que tienen una tasa
de mutacion muy baja y son fundamentales para la patogenicidad de estos
microorganismos.

e Microorganismos relacionados pueden expresar PAMP idénticos como el

caso de las bacterias gram negativas que expresan LPS.

Las bacterias son patdgenas porque tienen la capacidad de generar diferentes
factores de virulencia, como sintesis de exotoxinas y liberacion de endotoxinas. La
sintesis de enzimas p. ej. proteasas y DNAsas, evitan la fagocitosis, variacion de

fase, la propiedad de generar capsula, movimiento por flagelo, pilis.™

El PGN (Figura 9) es una macromolécula que constituye la estructura de la pared
celular de bacterias gram negativas y gram positivas (ademas de acidos teicoicos),
esta integrado por N-acetilglucosamina (NAG) y acido N-acetilmuramico (NAM)
unidos por un enlace glicosidico B (1-4), ademas de un tetrapéptido L-alanina,
D-alanina, acido D-glutamico o D-glutamina y L-lisina o bien &acido
mesodiaminopimélico, L-lisina, L-hidroxilisina u ornitina dependiendo de la especie
bacteriana, el aminoacido que se une covalentemente a la bacteria generalmente
es la D-alanina. Tiene la funcién de brindar soporte y rigidez a la bacteria,
especificidad antigénica bacteriana y virulencia.'’
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Figura 9. Peptidoglicano

Estructura del PGN integrado por N-acetilglucosamina y acido N-acetiimuramico unidos por un

enlace glicosidico B (1-4) ademas de un tetrapéptido. '’

3.6.3 Reconocimiento de los PAMPs

Los receptores Toll fueron descubiertos en 1996, este descubrimiento fue hecho
en Drosophilla. Estos receptores Toll son conservados evolutivamente de moscas
hasta humanos, son elementales para la respuesta innata ya que son receptores
que reconocen los PAMPs. El numero de TLRs que se conocen son 11, son
proteinas trans-membranales tipo | con un ectodominio extracelular que tiene
dominios repetidos en leucina (LRRs) junto con una o dos regiones con abundante
cisteinas y un receptor Toll/IL-1 (TIR). El dominio TIR inicia la cascada de
sefalizacién '? (Figura 10).
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Figura 10. Activacién celular mediada por ligandos de TLR.

Antigenos conservados presentes en diferentes patégenos que emplean TLR como transductores

de sefales los cuales involucran moléculas MyD88, IRAK y TRAF6. '
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3.6.4 Viade sefalizacion

Cuando el PAMP se une a su receptor, en este caso un TLR se inicia la activacion
de la senalizacion a través del factor de diferenciacion mieloide 88 (MyD88)
(Figura 11) el cual se une al dominio TIR del TLR para reclutar a la cinasa 1
asociada al receptor de IL-1 (IRAK 1), la cinasa 4 asociada al receptor de IL-1
(IRAK 4) fosforila a IRAK 1 activandolo, después IRAK 1 se une al factor asociado
al receptor de TNF (TRAFG).

TRAF 6 se separa de IRAK para unirse a la cinasa activada de TGF-3 (TAK 1)y a
la proteina de unién a TAK-1 (TAB 1). Las proteinas semejantes a ligasas proteina
de conjugacién de ubiquitina UBC13 (Ubc13E2) y enzima de conjugacién de
ubiquitina E2 variante 1A (Uev1A) activan a TAK 1 que fosforila al complejo de
cinasa de IkB (IKK) o a MAPK semejantes a la cinasa c-Jun N- terminal (JNK) que
da como resultado con la translocacion de NF-kB y a la proteina activadora 1
(AP-1), promoviendo la transcripcion y sintesis de mediadores quimicos (citosinas
pro-inflamatorias) indispensables en la respuesta inmunolégica innata vy

adquirida. '

En respuesta a un estimulo y a la unién de un ligando con su receptor se inicia la
cascada de senalizacion que tiene el objetivo de regular la expresion génica y

actividad metabdlica.

La via de las proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK) tiene como
objetivo regular la supervivencia y proliferaciéon celular, la generacion de citosinas
y la produccion de metaloproteasas. Incluyen citosinas como JNK, la cinasa
regulada extracelularmente (ERK) y la proteina cinasa p38 (p38) las cuales

fosforilan residuos de serina, treonina o tirosina. 10
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Figura 11. Cascada de sefializacion de los receptores Toll.
Transduccién de sefiales torrente abajo para TLR2/1, TLR4 y TLR5.%
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MKK3 y MKKG6 regulan la funcion de p38 el cual es importante en la produccion de
citosinas. La isoforma a de p38 se considera la mas activa en la regulacion de
citosinas en macréfagos. Si se usan inhibidores de p38 en modelos animales de

artritis, disminuye TNFa e IL-1.

Las cinasas MKK4 y MKK7 se encargan de regular la fosforilacion de JNK,
permiten la transduccion de sefiales al formar un complejo. Junto con MTKK2 se
puede aumentar la sehfalizacion de citocinas por medio de JNK. Cuando se
bloquea esta via en modelos animales la expresion de TNF-a, IFN-y, IL-6, COX-2

y la de las metaloproteasas disminuye.

ERK puede estar implicada en procesos inflamatorios. Cuando se inhibe ERK se
bloquea la activacion y proliferacion de células T, asi como de efecto
antiinflamatorio en modelos experimentales. NF-kB como factor de transcripcion
esta involucrado en procesos inflamatorios. En la via clasica se conocen dos
proteinas p50 y p65 que se dimerizan para formar un complejo NF-kB funcional.
Estas proteinas contienen homologia con la cual permite la union al DNA, asi
como la interaccion con kB que se unen a dimeros de NF-kB en citoplasma hasta
que por diferentes estimulos como infecciones bacterianas, viricas y por citosinas
proinflamatorias causan la fosforilacién de NF-kB y este ingresa al nucleo donde

regula la transcripcién de citosinas.™
3.6.5 Regulacion de la respuesta inflamatoria

La respuesta por parte del hospedero hacia una infeccidén es variada, va desde la
eliminacion de la infeccion acompanada de la reparacion de tejido, eliminacion de
la infeccidon con dafo en el tejido (cicatrizacion) y disminucion de la infeccion por

medio de la inflamacién (inflamacién crénica).”
3.7 Diagnostico de la endocarditis

El diagndstico de endocarditis se puede obtener mediante una biopsia obtenida de
las vegetaciones del tejido cardiaco. Los criterios de Duke son una serie de

estudios de laboratorio que apoyan el diagnéstico (Tabla 1) (Tabla 2). %!

19



Tabla 1. Criterios de Duke para el diagndstico clinico de endocarditis infecciosa. Criterios mayores
Criterios Mayores
1. Hemocultivo positivo

Microorganismo tipico de la endocarditis infecciosa obtenido de dos
hemocultivos diferentes

Estreptococo viridans, Streptococcus gallolyticus, microorganismos del grupo
HACEK,

Staphylococcus aureus o

Enterococos adquiridos en la comunidad en ausencia de un foco primario o
Hemocultivo positivo persistente, definido como la recuperacion de un
microorganismo compatible con una endocarditis infecciosa a partir de

Hemocultivo extraidos con una separacion >12 horas; otres 024
hemocultivos diferentes, con una separacion de por lo menos 1 h entre la
extraccion del primero y el ultimo.
Un solo resultado positivo de cultivo de Coxiella burnetti o un titulo de anticuerpo
IgG de fase | >1:800

2. Signos de afeccion endocardica

Ecocardiograma positivo®

Tumoracion intracardiaca oscilante en una valvula, en las estructuras de
apoyo o en laviade

chorros de insuficiencia o en material implantado, en ausencia de una
explicacién anatdmica

alternativa o

Absceso o

Nueva dehiscencia parcial de una protesis valvular o
Nueva insuficiencia valvular (el aumento o el cambio de un soplo pre-existente no
es suficiente).

®Se recomienda la ecocardiografia transesofagica para evaluar posible endocarditis de valvula
protésica o endocarditis complicada. HACEK: especies de Haemophilus, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens, especies de Kingella.”’
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Tabla 2. Criterios de Duke para el diagndstico clinico de endocarditis infecciosa. Criterios menores

Criterios menores

1. Predisposicién: cardiopatia predisponente o consumo de drogas por via
intravenosa.
Fiebre 238.0°C.

3. Fendmenos vasculares: embolia arterial relevante, infartos pulmonares
sépticos, aneurisma micotico, hemorragia intracraneal, hemorragias
conjuntivales, lesiones de Janeway.

4. Fendmenos inmunitarios: glomerulonefritis, n6dulos de Osler, manchas de
Roth, factor reumatoide.

5. Datos microbiolégicos: hemocultivo positivo pero que no cumple los
criterios mayores previamente indicados o signos seroldgicos de infeccidn
activa por un microorganismo compatible con una endocarditis infecciosa.

¢ Exclusion de los hemocultivos positivos aislados para estafilococos coagulasa positivos y
difteroides, que son contaminantes habituales de los cultivos, y microorganismos que no causan

con frecuencia endocarditis, como los bacilos gramnegativos.21
3.7.1 Complicaciones

Las complicaciones que se presentan en la endocarditis son:

e |nfarto miocardico, cerebral, mesentérico.
e |nsuficiencia vascular de extremidades.
e Aneurismas micodticos.

e Valvulopatia cardiaca y abscesos.
3.7.2 Tratamiento médico de la endocarditis
El tratamiento médico de la endocarditis incluye:

¢ Antibidticos.
e Anticoagulantes.

e Analgésicos y antipiréticos.
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3.7.3 Tratamiento quirargico

La terapia con antibidticos ayuda a eliminar a los microorganismos causantes
de la infeccion, sin embargo como efecto residual de la enfermedad si se

presentan las siguientes patologias es necesaria la cirugia:

¢ Insuficiencia cardiaca persistente.

o Fiebre de mas de una semana con tratamiento.
e Embolias recidivantes.

e Abscesos miocardicos.

e Arritmias.

e Defectos de la conduccion miocardica.

e Vegetaciones.’
3.7.4 Prevencién

Cuando un microorganismo desarrolla resistencia hacia antibidticos a los cuales
inicialmente era susceptible se denomina resistencia microbiana. Las causas mas
comunes son automedicacion e interrupcion temprana del tratamiento, lo que
provoca que las infecciones persistan y en el proximo tratamiento sea ineficaz el
antibidtico. En la endocarditis sucede algo muy parecido. El tratamiento se reguld
por parte de la American Heart Association y asi controlar el uso de antibidticos.
Para prevenir la endocarditis no solamente se tiene que regular el uso de
antibioticos, los pacientes deben cuidar su higiene bucal mediante el lavado de
dientes. En el caso de los Odontdlogos la administracion de antibioticos durante
procedimientos quirurgicos es indispensable para asi evitar que flora normal de
boca logre penetrar las barreras y llegar a circulacién sistémica causando

infecciones. 2’
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3.8 Flavonoides

Son pigmentos que se encuentran en vegetales (plantas, frutas y verduras). Su
funcién es evitar el dafio por agentes oxidantes (rayos ultravioleta, sustancias
quimicas y contaminaciéon ambiental) y microorganismos, ademas de formar parte

del segmento no energético de la dieta diaria.

Recientemente ha surgido un gran interés en utilizar flavonoides por sus
propiedades farmacologicas para diferentes patologias, cardiopatias y
aterosclerosis, que son las mas comunes. Se ha descrito su efecto farmacoldgico
en diferentes enfermedades como por ejemplo la cardiopatia isquémica, la
arterosclerosis y cancer. Tienen propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,
antitrombdticas, antimicrobianas, antialérgicas, antitumorales, antiasmaticas e
inhibidoras de enzimas como la transcriptasa reversa, proteina quinasa C, tirosina
quinasa C, calmodulina, ornitinadecarboilasa, hexoquinasa, aldosa reductasa,
fosfolipasa C y topoisomerasa Il. Estos efectos farmacoldgicos son relacionados a
su estructura que contiene grupos hidroxilo fendlicos los cuales pueden reaccionar
como agentes quelantes con hierro y otros metales de transicion, anti-radicales
libres que al reaccionar con radicales hidroxilo y superéxido evitan dafos
fisiolégicos y asi sus previenen su toxicidad. Estudios publicados informan que por
ingesta nutricional personas con bajo consumo de flavonoides presentaron
incidencia en enfermedades cardiacas, mientras que el consumo en una
concentracion adecuada reduce el riesgo de presentar alguna enfermedad
relacionada y por lo tanto disminucion de la morbilidad y mortalidad por
cardiopatias. Los mecanismos de accién con los que los flavonoides presentan
sus propiedades no se encuentran totalmente precisos, se supone que reduce la
liberacion de radicales libres por parte de macréfagos, regenerando el alfa-
tocoferol activo en la cadena de la reaccién de la peroxidacion lipidica o quelando

iones metalicos reduciendo la cantidad de radicales libres.?? 23 24
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3.8.1 Estructura quimica

La estructura principal de cualquier flavonoide (C6-C3-C6) se encuentra
compuesto por dos anillos fenilos unidos por un pirano, derivado del acido

siquimico y de 3 restos de acetato (Figura 12).

Como se menciono6 antes, los flavonoides presentan diferentes sustituciones de
grupos hidroxilo en su estructura la cual confiere sus propiedades como agente

quelante y anti-oxidante.

O
C
5 4

Figura 12. Estructura basica del flavonoide.”

Se pueden clasificar por propiedades estructurales:

e Flavanos,p. €j. catequina, con un grupo —OH en posiciéon 3 del anillo C.

e Flavonoles, p. €j. quercitina, tiene un grupo carbonilo en posiciéon 4 y un
grupo —OH en posiciéon 3 del anillo C.

e Flavonas, p. ej. diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posicion 4
del anillo C.

e Antocianidinas, tienen un grupo —OH en posicién 3 y poseen un doble

enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.?

Existen 13 subclases de flavonoides con aproximadamente 5000 compuestos. 23
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Se ha observado que las propiedades estructurales que deben de tener los

flavonoides para tener efecto farmacoldgico son:

A) Una estructura catecol u O-dihidroxi en el anillo B.
b) Doble enlace en posicion 2,3.

c) Grupos hidroxilo en posicién 3 y 5.

El flavonoide que tiene estas tres propiedades es la quercitina (Figura 13).

OH
OH
HQ 0
c ]
OH o
Catequina Quercitina Dicsmetina

Figura 13. Estructura quimica de los principales tipos de flavonoides. 25

Los flavonoles se encuentran en la naturaleza como O-glicésidos, se unen
principalmente en C3 del anillo C. El azucar que se une con mas frecuencia es la
D-glucosa y otros con menos frecuencia como D-galactosa, la L-ramnosa, la
L-arabinosa, la D-xilosa, asi como el acido D-glucurdnico, sin embargo este azucar
reduce su accién contra radicales libres. Cuando el flavonoide se hidroliza y pierde

el azucar se denomina aglicona.

Aproximadamente el -log [Ka] (pKa) de la mayoria de los flavonoides es acido.
Entonces los radicales son neutros por debajo de pH 3 y con carga negativa a
pH 7, ademas de que el radical flavonoide puede reaccionar con la vitamina E
formando un anién dificultando su transporte a través de la membrana celular

cargada negativamente por fosfolipidos disminuyendo su accién farmacoldgica.??
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3.8.2 Rutina

La rutina (Figura 14) es extraida de plantas de la especie Dimorphandra
gardneriana y Dimorphandra mollis asi como de botones florales de Sophora
japoénica y hojas de Eucaliptus macrorrhyncha. Se han descrito como acciones
farmacéuticas de esta molécula la normalizacion de la permeabilidad y resistencia

de los capilares.?®

Se encuentra en plantas como la pasiflora, alimentos como el trigo de sarraceno,
té y manzana.

OH

HO O
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Figura 14. Rutina

La rutina esta conformada por el disacarido rutinosa (ramnosa y glucosa) y el flavonol

quercetina. %’
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La rutina tiene actividades farmacoldgicas como antioxidante donde podria influir
en la atenuacion de la peroxidacion de los lipidos en tejidos del miocardio. En la
bradicardia se administra isoproterenol el cual resulta téxico con la administracion
frecuente lo que provoca una reduccién de la actividad de enzimas como lactato
deshidrogenasa, aspartato aminotranferasa y alanina aminotranferasa en corazon.
La administracidon de rutina restaura la actividad de estas enzimas y de esta forma

podria tener un efecto cardio-protector.

Ademas tiene otras actividades farmacoldgicas, entre las que se encuentran:
prevencion de la neuroinflamacion, promotor en la supervivencia de células de la
cresta neural, actividad anti-Alzheimer, disminuye la hipertension, coagulacion
sanguinea, anticancerigeno, actividad antibacterial, fungicida, antiretroviral,

antiviral, antimicatica.

Estudios en hamsters con dietas del 10% de rutina con respecto a su dieta total
fue administrado por 735 dias, demostraron que no existe riesgo potencial

carcinogénico.?®
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4. Objetivos
4.1 Objetivo general

e Caracterizar la via MAPK en cardiomiocitos H9c2 tratados con PGN
obtenido de Streptococcus sanguinis, dentro de un modelo de endocarditis
infecciosa, asi como evaluar el efecto del flavonoide rutina en la regulacion

de la via mencionada.
4.2 Objetivos particulares

e Caracterizar la activacion de las MAPK (ERK, JNK y p38) en cardiomiocitos
tratados con PGN.

e Caracterizar los efectos de rutina en la activacion de cinasas involucradas
en inducir respuestas inflamatorias en la linea celular H9c2 (cardiomiocitos

derivadas de ratén) inducidas por PGN.

28



5. Hipotesis

Al tratar la linea celular de cardiomiocitos H9c2 de ratén con PGN se llevara a
cabo la activacion de las MAPKs y se presentara una mayor respuesta de
fosforilacién. Si se realiza un pretratamiento con rutina, por sus propiedades
antiinflamatorias, entonces se regulara la via con una disminucion en la

fosforilacion de las MAPKS.
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6. Materiales y Métodos
6.1 Linea celular

Las células utilizadas para el estudio provienen de la linea celular H9c2 obtenida
de cardiomiocitos de raton de ATCC (CRL-1446).

6.2 Cultivo celular

La linea celular H9c2 se crecidé en medio Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM)
con rojo de fenol, suplementado con 2 mM de L-glutamina, penicilina (100
pg/ml)/estreptomicina (100 pg/ml)/ fungizona (1 mg/ml) y 10% de suero bovino
fetal. Las células se incubaron a 37°C en una atmdsfera de 5% CO,. Los cultivos
se mantuvieron hasta la confluencia en 1000 yl de DMEM al 2% en cajas de 6

poZzos.
6.3 Tratamiento celular

Para detectar la expresion de cinasas se realizaron pre-incubaciones de 12 horas
con DMEM al 2%, para los ensayos de curso temporal de la fosforilacion de ERK,
JNK y p38. Al término fueron tratados con PGN [15 ug/mL] los cuales fueron
estimulados a tiempos de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos. En el ensayo
dosis-respuesta fueron tratados con dosis de PGN 0.1, 1, 5, 10 y 15 ug/mL los
cuales fueron estimulados por 60 minutos y finalmente en el ensayo dosis-
respuesta con pre-tratamiento con rutina se agregd rutina por 30 minutos,
transcurrido ese tiempo se adicion6 a cinco pozos exceptuando el control
PGN [15 pg/mL] durante 60 minutos.
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6.4 Immunoblotting o Western Blot

Se realiz6 el tratamiento celular indicado en caja de 6 pozos. El aislamiento de
proteinas se llevo a cabo terminado el tratamiento en cada caja de 6 pozos. El
procedimiento se realizé a 4°C, el DMEM en cada pozo se retird6 con vacio, se
agregoé amortiguador de fosfatos salinos y 1 mL de ortovanadato de sodio 1mM
para después desprender las células con ayuda de una espatula de plastico para
transferir todo el medio a un eppendorf. Se centrifugd 5 minutos a 10 000 g a 4°C.
Al final, a la pastilla formada se le agregd 30 pL de amortiguador de lisis (0.05 M
Tris-HCI, pH 7.4, 0.15 M de NaCl, 1%de Nonidet P-40, 1 mM de PMSF, 50 ug/mL
de Aprotinina, 10 yg/mL de Leupeptina, 4 mM de ortovanadato de sodio, 1 M de
fluoruro de sodio y 250 mM de pirofosfato de sodio). Cada tubo eppendorf se
sonicaron (35 watts por 30 segundos) a 4°C. La cuantificacion de proteinas se
realizd por el método de Bradford y se realizaron los calculos para tomar 30 ug de
muestra en un volumen final de 30 yL. Realizada la mezcla 1:1 con amortiguador
de muestra (15% dglicerol, 10% SDS, 1% 2-mercaptoetanol, 0.1% azul de
bromofenol y 0.5 M Tris-HCI, pH 6.8) se desnaturalizaron las muestras en un bafio
seco a 65°C por 5 minutos. Las proteinas de interés, con base en su peso
molecular, se separaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
al 10% con dodecilsulfato de sodio (SDS) a 96 V por 1 hora. La transferencia de
proteinas, desde el gel de poliacrilamida a una membrana de polifluoruro de
vinilideno (PVDF), se realizé en una camara de transferencia semi-seca a 10 V por
45 minutos. Para el bloqueo de la membrana se utilizé leche semi-descremada al
5% por 1 hora. Se hicieron tres lavados por 15 minutos con solucién salina Tris,
Tween pH 7.8 (NaCl 20 mM, Trisma 137 Mm). Posteriormente se realiz6 la
incubacion a 4°C con anticuerpo primario toda la noche en diluciéon 1:1000 (anti
ratbn monoclonal fosfo-ERK, anti raton monoclonal fosfo-p38 y anti ratén
monoclonal fosfo-JNK). Terminado se lavé con amortiguador de solucion salina
Tris-Tween por 4 veces de 10 minutos cada una y se incubd con anticuerpo
secundario anti raton IgG conjugados con peroxidasa en dilucién (1:10000) por 1
hora. Terminado el tiempo de incubacién se le dio tres lavados de 5 minutos. La

deteccion por quimioluminiscencia (Luminol) se realiz6 por 20 minutos, se
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digitalizé la pelicula por medio del programa Digi Doc-it (versién 1.1.27, UVP, Inc.)
y su posterior analisis por Densitometria (Labs Work version 4.0.0.8; Ultraviolet
Products Inc., CA, USA).
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7. Resultados

La via de las MAPK inicia la transduccion de sehales después de la administracion
de PGN. Se observo una mayor fosforilacion de las cinasas ERK, p38 y JNK, a
dosis mayores de PGN la fosforilacion y a dosis constantes de PGN a mayor
tiempo de exposicién la fosforilacion fue mas que en el basal. La via de las MAPK
es importante ya que el resultado final de la fosforilacién de cinasas involucradas
es la transcripcidn de genes relacionados con la inflamacion. La estimulacidén con
PGN aumenta la fosforilacion de las MAPK, sin embargo esta fosforilacion

disminuy6 con la administracién de dosis crecientes del flavonoide rutina.

Las células fueron incubadas con PGN a una dosis de 15 pg/mL realizando la
estimulacion a tiempos de 15, 30, 60, 90 y 120 minutos para inducir la fosforilacion
de las MAPK (Figura 15); La fosforilacién de las cinasas ERK y JNK aumentaron
de manera dosis-dependiente teniendo un maximo a 60 minutos, mientras que el

mayor efecto para p38 fue a 90 minutos.

Después se realizaron curvas de dosis-respuesta para observar la dosis efectiva
de PGN. En la Figura 16 se observa el maximo incremento de la fosforilacién de
ERK y JNK a una dosis de 10 ug/mL mientras que p38 alcanza su maximo a

5 pg/mL.
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Figura 15. Curvas de curso temporal

Curso temporal y deteccién de la fosforilacion de [A] ERK, [B] p38 y [C] JNK inducida por PGN en
el cultivo celular H9c2 en cajas de 6 pozos. Se realizaron pre-incubaciones de 12 horas con DMEM
al 2%, al término fueron estimulados con PGN [15 pg/mL] por diferentes tiempos. Los extractos
totales fueron analizados por medio de la técnica de Western blot. La intensidad de la banda fue

cuantificada por densitometria.

34



[A] S EEE® . pERK
I Vinculina

=2ﬁ0-
@
=@
3 100-
#
5 10 1i5
PGN [ugiml] '
LR B F F B WL
(B —— \incuina
150+
7
g5 w
ag
£ s
04
BASAL l]..1 1 5 10 1I5
" PGN [ug/mL]
C ME ™ 3 B pINK
[C] SR
I Vinculina
300 -
tﬁm
z@ l
F
£ 100+
1]

.MSAL ﬂ.l'l 1 5 10 "I?
PGN [ug/mL]

Figura 16. Curvas de Dosis-Respuesta

Deteccion de la fosforilacion de [A] ERK, [B] p38 y [C] JNK inducida por PGN en células H9¢c2 en
cajas de 6 pozos. Se realizaron pre-incubaciones de 12 horas con DMEM al 2%. Al término fueron
tratados con PGN 0.1, 1, 5, 10, 15 pg/mL los cuales fueron estimulados por 60 minutos y
transcurrido el tiempo se extrajeron las proteinas y se analizaron por medio de la técnica de

Western blot. La intensidad de la banda fue cuantificada por densitometria.
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Para observar el efecto de los flavonoides en el cultivo celular con PGN en la
Figura 17 se puede observar la inhibicion de la fosforilacion de ERK, p38 y JNK
dosis-dependiente por la estimulacion de PGN con un pre-tratamiento de 30
minutos con rutina a [102, 10*, 10°, 10® M. En las cinasas ERK y JNK la
inhibicion de la fosforilacion es mas notable con respecto al basal fue a una dosis
de 10 M de rutina mientras que para la cinasap38 la respuesta no alcanza una

inhibicidon menor al basal.
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Figura 17. Curvas de pre-tratamiento con rutina

Deteccion de la fosforilacion de [A] ERK, [B] p38 y [C] JNK inducida por PGN con un pre-
tratamiento utilizando el flavonoide rutina. Se realiz6 el experimento en cajas de seis pozos con
células H9c2. Se realizaron pre-incubaciones de 12 horas con DMEM al 2%. Después se pre-
trataron con rutina por 30 minutos. Transcurrido el tiempo, se adiciono a cinco pozos exceptuando
el control PGN [15ug/mL] durante 60 minutos; después se analizaron los extractos proteicos totales

por Western blot. La intensidad de la banda fue cuantificada por densitometria.
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8. Discusion

En México la principal causa de muerte es provocada por enfermedades
cardiovasculares. Si la El no se trata correctamente a tiempo es muy probable la

muerte del individuo con esta cardiopatia.?

La El inicia su proceso patoldgico con una infeccidn, esta enfermedad puede tener
origen quirurgico (dental o cardiaco), alteraciones cardiacas, drogadiccion e
infecciones bucales. Las infecciones bucales causadas por falta de limpieza dental
(técnica de cepillado y uso de hilo dental) inducen la formacién de la biopelicula,
donde bacterias patdégenas que causan caries proliferan y culminan con dafo a
estructuras dentales. Asi mismo, las infecciones bucales se pueden desarrollar por
un procedimiento incorrecto en cirugias dentales (extraccidén de dientes y cirugia

periodontal) y asi permitir el ingreso de microorganismos a sistema circulatorio. °

Estas bacterias que forman parte de la flora normal, al presentarse la formacion de
la biopelicula generan un desequilibrio, se vuelven patégenas y causan dafio al
huésped con una liberacién de factores de virulencia. S. sangunis es uno de los
principales microorganismos de la flora normal de boca. S. sanguinis es un
antagonista de S. mutans, causante de caries. Mientras que S. sanguinis se
encuentra en zonas libres de caries, S mutans coloniza zonas con lesiones

dentales.?®

Hablando de los tipos de endocarditis se pueden encontrar diferentes
microorganismos causantes de esta enfermedad. En el caso de la endocarditis
aguda, el microorganismo causante es Staphylococcus aureus y en menor
frecuencia bacilos gram negativos. En el caso de la endocarditis subaguda es
causada por Streptococcus viridans (50%), Streptococcus bovis (25%),
Enterococcus faecalis (10%) y Staphylococcus epidermidis (2-5%). La endocarditis

cronica es provocada por Coxiella burnetti.?

Cuando algun antigeno se une a su respectivo TLR el resultado es la activacion de
NF-kB con produccion de citosinas pro-inflamatorias, donde las MAPK juegan un

papel importante en la transduccién de sefiales.>°
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Se ha descrito que el PGN estimula varias vias de transduccion de senales como
MyD88, TRAF, protein-tirosin-cinasas y MAPK 3

La inflamacién es una respuesta que tiene la via de senalizacion de las MAPK. La
activacion inicia cuando el ligando (PGN) se une a su receptor (TLR-2), provoca la
fosforilacion de proteinas citoesqueléticas y factores de transcripcion. Son por lo
menos tres cinasas distribuidas jerarquicamente (MAPK, MAPKK, MAPKKK) que
son fosforiladas a través de sus residuos de serina o treonina y estas cinasas

fosforilan las MAPKs (JNK, p38 y ERK) en residuos treonina y tirosina.*?

La liberacion del PGN inicia la activacion de la respuesta inmunoldgica. En el
experimento se utilizé PGN de S. sanguinis. Sin embargo, la fuente de PGN de la
microbiota oral principalmente es proporcionada por Streptococcus pneumoniae y

Staphylococcus aureus.*

Hussain y cols. compararon células no tratadas y tratadas con PGN. Observé la
elevada actividad de p38 después de 4 horas de tratamiento con PGN, lo que

sugiere que la sefializacién por TLR-2 es el mediador de la sefializacion.*

Con la administracion de PGN se inicia la activacion de la senalizacion de la via de
las MAPK. Se demostré el incremento de la fosforilacion de JNK, p38 y ERK

después de la administracion de PGN.

La activacion de ERK, p38 y JNK en macrofagos por PGN se realizd
simultaneamente, la actividad no se mantuvo igual para las tres cinasas,
manteniendo la actividad ERK hasta 2 horas después, p38 y JNK disminuyeron su

actividad a los 30 minutos. *'

El uso indiscriminado de antibidticos ha causado que las bacterias se vuelvan
resistentes a ellos. Streptococcus viridans es un ejemplo de bacteria la cual
conforme la administracion de antibiotico es mas frecuente, su sensibilidad a él es
cada vez menor. En pacientes con complicaciones (Endocarditis infecciosa,
prétesis de valvulas cardiacas) es mas dificil el tratamiento para resolver este

problema. Por ejemplo, en una cirugia dental se administra antibidtico
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(amoxicilina) antes del procedimiento para evitar una infeccion, pero ya iniciada la

bacteriemia la valvula aortica es cominmente la mas afectada.®* 3°

Se busca con los flavonoides una alternativa para profilaxis y tratamiento en la El
por disminuir la fosforilacion de proteinas involucradas en la transcripciéon de
cinasas proinflamatorias, reduce la vulnerabilidad del endotelio microvascular en
procesos inflamatorios, ademas de sus propiedades antimicrobianas, quitan
oxigeno reactivo como aniones superoxidos, radicales hidroxilos, peroxidos
lipidicos o hidroperéxidos asi evitan dafo en la célula, pueden inhibir in vitro la
oxidacion de las lipoproteinas de baja densidad (LDL) por los macrofagos vy

disminuir su citotoxicidad.

Investigaciones sobre los efectos farmacolégicos del flavonoide rutina en células
H9c2 donde se indujo muerte celular con H,O,, se demostrd, por Western blot,
que el tratamiento con rutina disminuye la expresién de caspasa-3 e incrementa
Bcl-2/Bax en el cultivo celular H9c2. Asi mismo, se incrementa la fosforilacion de
ERK y AKT. Con estos resultados se observa que la rutina reduce el estrés

oxidativo. ¥’

Se demostr6 que el pretratamiento con rutina en cardiomiocitos de ratén
estimulados con PGN disminuye considerablemente la fosforilacion de las MAPKs
(JNK, p38 y ERK). Sin embargo se necesita continuar con experimentos para ver

la expresién de las citosinas pro-inflamatorias.

En relacion a su estructura, los flavonoides con sustituyentes hidroxilo en las
posiciones 3’ y 4’ del anillo B el compuesto tiene mayor c1apacidad antioxidante,
la cual es aumentado por un doble enlace entre los carbonos 2 y 3, un grupo OH
libre en la posicion 3 y un grupo carbonilo en la posicion 4. La rutina presenta dos
de estas caracteristicas, un grupo hidréxido en la posiciéon 3’ y 4’ del anillo B y
doble enlace entre los carbonos 2 y 3. El flavonoide que cumple estas tres
caracteristicas es la quercetina *, sin embargo después de perder su glucésido la

rutina tiene la estructura de quercetina.
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La rutina se hidroliza y pierde su glucésido, entonces la aglicona es absorbida, de
esta forma sus acciones farmacolégicas son mas potentes que unidas a él
glucosido y tiene diferentes aplicaciones farmacéuticas. Entre ellas, se encuentran
actividad antioxidante que han sido aprovechadas en medicina y nutricion.
También tiene propiedades antimicrobianas, anti fungicas y como agente anti
alérgico. En investigaciones previas se ha encontrado los beneficios como
tratamiento para enfermedades crénicas como cancer, diabetes, hipertensién e

hipercolesteremia.?* %

Para tener una dieta correcta de flavonoides es importante consumir frutas vy
vegetales de los cuales se encuentran distribuidos, en el té, café, cocoa, cerveza y

vino rojo.

Los flavonoides pueden actuar como agentes prooxidantes si se lleva la reduccion
de Cu (Il) a Cu (l). En estudios se obtuvieron resultados donde flavonoides como
quercetina, rutina, galangina provocaron dafos al DNA por generacién de

especies reactivas de oxigeno.?
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9. Conclusiones

¢ Los resultados sugieren que el mecanismo pato-fisiologico de la El ocurre
por una sucesion de fendmenos de naturaleza inmune en la que participan
TLR y PGN, produciendo la fosforilacion de MAPK y se sabe que estas
inducen la expresién de citosinas inflamatorias como interleucina-1 y Factor

de Necrosis Tumoral.

e Un pre-tratamiento con rutina regula procesos inflamatorios estimulados por

peptidoglicano en cardiomiocitos de raton.

¢ Rutina modula la respuesta inflamatoria por medio de la inhibicién en la
fosforilacion de ERK, p38 y JNK.
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