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INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales ocupan el segundo problema de salud publica
que afecta la salud bucal en México; siendo de origen multifactorial que deteriora

los tejidos de soporte de los érganos dentarios.

Estudios epidemiol6égicos han establecido una asociacion de la enfermedad
periodontal crénica y endocarditis infecciosa, ya que la ulceracion de las bolsas

periodontales; facilitan la entrada de bacterias al torrente sanguineo.

Cabe destacar que una de las bacterias gram positivas de mayor interés es
Streptococcus sanguinis, éste microorganismo esta relacionado con la
periodontitis crénica y la endocarditis infecciosa, ya que es capaz de activar la
respuesta inmune del huésped por medio de sus factores de patogenicidad y
virulencia; hay que tener en cuenta que el peptiglicano (PGN); componente de la
pared celular de bacterias gram positivas; forma parte de los patrones moleculares
asociados a patégenos (PAMP) que son detectados por las células de defensa del
sistema inmune del ser humano; receptores tipo Toll (TLR) que en conjunto

inducen la respuesta inflamatoria.

Se ha demostrado que el tratamiento de infecciones causadas por el
Streptococcus sanguinis, no solo reduciria el riesgo de complicaciones sistémicas,

sino también la conservacion de las estructuras que integran el periodonto.



Por otra parte, estudios recientes demuestran que el uso de algunos polifenoles de
origen natural, ha presentado utilidad clinica en el manejo y control de algunas
bacterias; la miricetina es un flavonoide que pertenece a este grupo de
compuestos; se deriva de vegetables, nueces, frutas y té; asi con propiedades
anti-inflamatorias, anti-cancerigenas y antioxidantes. En resumen, éste flavonoide
podria ser una nueva alternativa de tratamiento preventivo en pacientes con
periodontitis crénica, disminuyendo la probabilidad de riesgo para endocarditis

infecciosa.

De ahi que, surge el interés de realizar la investigacion titulada: Efecto de
miricetina en la linea celular H9c2 en la estimulacion del peptiglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis, cuyo objetivo es determinar el efecto de miricetina en la
linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de Streptococcus

sanguinis.

En resumen, de acuerdo a la frecuencia y porcentaje del efecto de miricetina a
diferentes concentraciones; en la fosforilacion de las MAPKs y expresion de COX-
2, en la linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis; en el grupo 1 la frecuencia de actividad anti-inflamatoria
fué de (4) 22.22%, el grupo dos de (12) 66.66%, grupo 3 de (15) 83.33% y en el

grupo 4 de (16) 88.88%.



MARCO TEORICO

1. ANTECEDENTES

MULTICAUSALIDAD DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y ENDOCARDITIS

BACTERIANA.

La medicina cientifica a lo largo de su historia, ha transitado por diferentes etapas
y/o modelos conceptuales para explicar y abordar el proceso salud-enfermedad.
En primer orden, tenemos al paradigma unicausal que describe la enfermedad
desde el punto de vista bioldgico; surgiendo asi la teoria del Miasma, durante la
revolucion industrial; y la teoria del germen; segunda mitad del siglo XIX; en donde
los descubrimientos de agentes bacterianos formaron el principal aporte a la

investigacion epidemiolégica. !

En segundo orden, tenemos al paradigma mutlicausal, que establece como objeto
de estudio la salud; surge al término de la segunda guerra mundial (1945) y se
consolida en la década de los sesentas y culmina hasta 1980; se manifiesta ante
la capacidad insuficiente de la teoria unicausal para dar una explicacion de la
realidad, ya que al evolucionar la organizacion de los grupos sociales se perdi6 la

capacidad de dar respuestas adecuadas y resolver los problemas salud.

Por otra parte, al emerger la multicasailidad se fue consolidando con el desarrollo
del paradigma de la historia natural de la enfermedad, el paradigma ecolégico, es
decir, la triada ecolégica (Huésped, agente y medio ambiente); ademas de la
teoria del riesgo con la estimacion de la probabilidad estadistica y los

determinantes de la salud propuestos por MarK Lalonde y Julio Frenk. Asi mismo

3



éste cambio paradigmatico es resultado del trabajo multi e interdiscipliario con
interés comun; por ejemplo: el bidlogo Von Bertalanffy, el economista Kennith

Boulding, el biomatematico Anatel Rapoport y el fisi6logo Ralph Grerad. 2

Finalmente tenemos el paradigma histérico social, sistematizado por Noamar De
Ameleida Filho (1992); surge como una propuesta alternativa opuesta al modelo
multicausal; considerando que el proceso salud-enfermedad tiene diferentes
perfiles que se relacionan con el contexto histérico, modo de produccion y las
clases sociales; investigando la distribucion desigual de enfermedades entre los
diversos grupos de la sociedad. 3 Ademas, éste modelo es holistico en su
concepcion, cientifico, dialéctico, humanista, considera el sentir y realiza
diagnosticos situacionales para devolver al ser humano sus capacidades de

autocuracion.

En resumen, para efecto de esta investigacion, partimos del paradigma
multicausal, ya que el desarrollo de la enfermedad periodontal es resultado de una
combinacion de factores causales; la causalidad describe la propiedad de ser
causal, la presencia de la causa o las ideas sobre la naturaleza de las relaciones

de la causa y efecto.

Por lo cual es importante diferenciar entre causa suficiente y causa necesaria; en
el primero, si el factor causa esta presente el efecto enfermedad siempre ocurre; y
en el segundo, si el factor causa esta ausente, el efecto enfermedad no puede

ocurrir.



Asi mismo, los modelos de causalidad han variado a lo largo de la historia, con el
unicausal; la epidemiologia adoptdé un solo efecto como resultado de una sola
causa; con el multicausal propone que una enfermedad puede ser causada por
mas de un mecanismo causal; nocién de riesgo y los modelos tedricos que tienen

como antecedentes los movimientos de la medicina oficial y epidemiologia social.

En cuanto a la teoria del factor de riesgo, se sustenta en un concepto
probabilistico; estableciendo una diferencia entre causa, factor de riesgo y
determinante. Por un lado, el riesgo es toda probabilidad de que ocurra un evento
relacionado con la salud; por otra parte el factor de riesgo, es aquella condicion
que potencializa la aparicion de la enfermedad; en cambio un determinante es un
evento, condicién o caracteristica que desempefia una funcion esencial en la

ocurrencia de una enfermedad (Rothman, 1986).

Por su parte, la Academia Americana de Periodoncia define un factor de riesgo
como cualquier caracteristica del individuo, aspecto de comportamiento o
exposiciébn ambiental que cuando estan presentes; incrementan la probabilidad de
que ocurra una enfermedad, y si estan ausentes, removidos o controlados reducen

la probabilidad de que se conviertan en un elemento mas de la cadena causal. 4



ESTRUCTURA PERIODONTAL SALUDABLE

El periodonto es un componente fisioldgico del sistema estomatognatico que tiene
como principal funcion, la unién del 6rgano dentario al tejido 6seo y por lo tanto se
encarga de mantener la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la
cavidad bucal. Ademas, funcionalmente se divide en dos componentes:
Periodonto de proteccidn; conformado por encia que recubre y protege el resto de
las estructuras; y el periodonto de insercidon; constituido por el ligamento

periodontal, cemento y hueso alveolar. °

ENCIA

La encia es aquella parte de la mucosa que recubre el proceso alveolar,
compuesta por un epitelio y tejido conjuntivo gingival; el primero se divide en tres:
epitelio oral; plano pluriestratificado; epitelio de union; simple no queratinizado; y el
col; epitelio no queratinizado. ElI segundo es densamente colagenizado;
conformado por fibras de colageno, nervios, vasos sanguineos Yy linfaticos; el
fibroblasto es la principal célula y predominante del tejido conectivo; ¢ no obstante
se divide en libre, adherida e interdental; encarga de soportar las fuerzas
friccionales de masticacion, defender el espacio entre el diente y los tejidos
blandos de invasores externos como microorganismos, permite la reparacion y

cicatrizacion de heridas. ®



LIGAMENTO PERIODONTAL

Es un tejido conectivo denso especializado que rodea las raices de los dientes,
interponiéndose con la pared interna del hueso alveolar; en conjunto estas fibras
de coldgeno mantienen suspendido al diente en su alvéolo. Asi mismo esta
formado por elementos celulares como son los fibroblastos, cementoblastos,
osteoblastos, osteoclastos y restos epiteliales de Malassez;” ademas sus
funciones se dividen en fisicas, formativas, nutricionales y sensitivas; en primer
orden proporciona la insercion de los 6rganos dentarios, resistencia, transmision y
amortiguacion de las fuerzas oclusales; después participa en la formacion,
reabsorcion de cemento y hueso; y finalmente aporta nutrientes al cemento, hueso
y encia por medio de los vasos sanguineos y el drenaje linfatico; en particular es
inervado por fibras nerviosas capaces de transmitir sensaciones tactiles de presion

y dolor. 8

CEMENTO RADICULAR

Es un tejido mineralizado especializado que contiene fibras de colageno inducidas
en la matriz organica, siendo su principal componente mineral la hidroxiapatita;
se inserta en el ligamento periodontal y contribuye en la reparacion de la superficie
radicular dafiada. ° Asi mismo se divide en cemento acelular, encargado de cubrir
el tercio cervical o hasta la mitad de la raiz, conformado por las fibras de Sharpey
gue desempefan un papel importante en el apoyo del diente; y cemento celular

que contiene cementocitos en espacios individuales, llamados lagunas. ©



En cuanto a las proteinas especificas del cemento como son la proteina de
adhesién al cemento (CAP), relacionada y derivada del cementoblastoma humano
(CP), ademés se ha reportado la caracterizacion de un factor de crecimiento
derivado del cemento radicular (CGF), en donde su principal funcion consiste en
aumentar la proliferacion de fibroblastos gingivales y células del ligamento

periodontal. 011

PROCESO ALVEOLAR

Es aquella porcibn de los maxilares y mandibula encargada de sostener los
dientes en su alveolo, se clasifica en el hueso alveolar propiamente dicho;
conformado por una lamina delgada de hueso que rodea las raices interdentarias
en la cual se insertan las fibras del ligamento periodontal; y el hueso de soporte,
compuesto por corticales vestibulares y linguales de los procesos alveolares; y
por el hueso esponjoso; ubicado entre las corticales y el hueso alveolar.'? En
conjunto, las células que lo conforman son los osteoblastos, encargados de
formar hueso; sintetizando, secretando y mineralizando las proteinas de la matriz
extracelular; y los osteoclastos, segregan enzimas que degradan la sustancia

orgéanica del hueso.*®



Recapitulando, el hueso alveolar junto con el cemento radicular y el ligamento
periodontal constituyen el aparato de insercidon del diente; teniendo como principal
funcion la distribucion y absorcion de las fuerzas de masticacion®. En efecto,
cualquier alteracion en alguno de los componentes de las estructuras de soporte
de los drganos dentarios pueden conducir al establecimiento y desarrollo de la

enfermedad periodontal.®

ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es una patologia que afecta a los tejidos que
soportan a los dientes, es una patologia infecciosa causada por bacterias
presentes en la boca; existen dos tipos de enfermedades periodontales: gingivitis

y periodontitis.

La enfermedad periodontal es una patologia que afecta los tejidos de soporte de
los dientes (Hueso, ligamento periodontal y encia); es una patologia infecciosa de
origen multifactorial, clasificandose en dos tipos, gingivitis y periodontitis. La
gingivitis implica solo la inflacion de la encia sin la afectacién de los tejidos de
insercion del diente, hay que destacar que cuando la gingivitis no es tratada a
tiempo evoluciona a periodontitis, que es un proceso inflamatorio e infeccioso que

lesiona los tejidos de sostén (periodonto) de los dientes. 14



CLASIFICACION DE LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES

Para poder entender las causas, patogénesis Yy lesiones de las enfermedades
periodontales, la Academia Americana de Periodoncia, ha establecido una

clasificacion para el conocimiento de estas mismas:

1. Enfermedades de las encias:
- Enfermedades gingivales inducidas por placa
- Lesiones gingivales no inducidas por placa
2. Periodontitis cronica
- Localizada

-Generalizada ©

CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS DE LA GINGIVITIS Y

PERIODONTITIS

Es necesario enfatizar que la gingivitis no siempre precede a la periodontitis,
sugiriendo que estas condiciones no siempre representan los cuatro diferentes

estadios histopatolégicos de la enfermedad.®®

Primeramente tenemos a la lesion inicial, corresponde a los tejidos gingivales
clinicamente saludables; vasodilatacion, permeabilidad vascular ligeramente
elevada y migracion de leucocitos, especialmente neutréfilos a través del tejido

conjuntivo; luego la lesion temprana o también llamada gingivitis temprana; existe

un aumento en la permeabilidad vascular, vasodilatacion, fluido crevicular,

infiltracion de leucocitos; neutréfilos y linfocitos; degeneracion de fibroblastos y

10



destruccion de colageno; después es la lesidén establecida, presencia de infiltrado

celular inflamatorio (células plasmaticas, linfocitos y neutréfilos), acumulacion de
células inflamatorias en el tejido conjuntivo, elevada liberacion de
metaloproteinasas de la matriz, agotamiento de colageno y formacion de epitelio
de la bolsa que contiene gran numero de neutrofilos; finalmente la lesién
avanzada, es la transicibn de gingivitis a periodontitis, se ha identificado
predominio de neutrdéfilos en el epitelio de la bolsa, infiltrado celular inflamatorio de
los tejidos conjuntivos, migracion apical del epitelio de unién, degradacién de

colageno y reabsorcién osteoclastica del hueso alveolar.®

GINGIVITIS INDUCIDA POR PLACA

La gingivitis inducida por placa es la inflamacion de la encia debido a los efectos
de los depdésitos de biofilm que la irritan e inflaman; las bacterias y sus toxinas
afectan los tejidos blandos, es reversible, pero si no es tratada puede evolucionar
a periodontitis cronica.'® Asi mismo sus signos incluyen inflamacién, sangrado y

agrandamiento gingival. *’

PERIODONTITIS CRONICA

La periodontitis crénica es una enfermedad infecciosa de origen multifactorial que
causa la inflamacion de los dientes, pérdida de insercién periodontal y de hueso
alveolar; y formacion de bolsas periodontales. Por otra parte, de acuerdo a su
distribucion se describe como localizada, cuando menos del 30% de los sitios

valorados en boca muestran pérdida 0sea o de insercion; y se considera

11



generalizada cuando mas del 30% de las superficies en boca se encuentran

afectadas.

La gravedad de la periodontitis cronica se describe como leve cuando no hay mas
de 1 a 2 mm de pérdida de insercidon, moderada cuando existe mas de 2 a 4 mm
de pérdida de insercidén y severa cuando hay destruccion periodontal de 5 mm o

mas de insercion clinica. ©

FISIOPATOLOGIA DE LA ENDOCARDITIS INFECCIOSA

La endocarditis infecciosa se ha relacionado con dos mecanismos; el primero
consiste en la presencia de una lesidén en el endotelio vascular, posteriormente por
la adherencia de bacterias y su desarrollo. La lesion vascular inicia cuando el
subendotelio se pone en contacto con la sangre, activando la cascada de
coagulacion, quedando expuesta fibrina, fibrinégeno y otras proteinas plasmaticas
gue favorecen la unién de bactemias transitorias; que desencadenan la activacion

de monocitos con liberacion de citocinas que llevan a mayor dafio tisular.

Respecto de la asociacion de produccion de coagulos infectados y la respuesta de
citocinas, producen la colonizacion bacteriana y produccién de vegetaciones; el
crecimiento de éstas se relaciona con la extension local y a los tejidos; la
afectacion a 6rganos de distancia como el rifién, bazo y cerebro, es secundario al

desprendimiento de vegetaciones sépticas. 18
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FACTORES DE RIESGO EN LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y

ENDOCARDITIS BACTERIANA

MEDIO AMBIENTE. Los diversos microambientes de la boca, tales como
superficies mucosas, surco gingival, saliva y la estructura dentaria presentan las
condiciones de humedad, temperaturas, ph y disponibilidad de nutrientes, éptimas
para que diversas especies microbianas puedan empezar a colonizar. En
particular el esmalte es cubierto por glicoproteinas, glicolipidos, proteinas y lipidos

que permiten la adherencia y el inicio del proceso de colonizacién. *°

ESTILOS DE VIDA. El modelo de vida se compone de comportamientos y habitos
gue hacen referencia a las costumbres; algunos pueden ser factores protectores,
promotores de la salud o de riesgo. Una deficiente higiene bucal trae como
consecuencia acumulaciones de placa dentobacteriana; relacionada con el
desarrollo de gingivitis y periodontitis; nutricién inadecuada, el habito de fumar,
pobreza y cultura de la salud bucal son variables relacionadas con el estilo de
vida. Asi mismo influye la limitada disponibilidad y accesibilidad de los servicios de
salud en cuanto a cantidad y calidad de los recursos utilizados para satisfacer las

demandas y necesidades de la poblacion 4 2°

BIOLOGIA HUMANA. Incluye los aspectos fisicos y mentales que conforman el
comportamiento humano, tales como la herencia genética, maduracion vy
envejecimiento; junto con las caracteristicas de los diferentes sistemas del cuerpo

(nervioso, enddcrino, digestivo). 2t
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Actualmente, se ha encontrado que el conocimiento de la existencia de
polimorfismos genéticos en el sistema inmune del huésped, actian como genes
codificadores de la enfermedad y por lo tanto como factor de riesgo para la
enfermedad periodontal crénica; los polimorfismos de los genes que lo codifican
son la interlucina 1 (IL-1) y factor de necrosis tumoral (TNF-o);esto es que en el
tejido periodontal se encuentra en niveles elevados a diferencia del sano; actian
como mediadores inmunoldgicos con propiedades pro-inflamatorias; estimulando
la resorcidbn o6sea y proliferacion de fibroblastos gingivales y del ligamento

periodontal. %2

HIGIENE BUCAL DEFICIENTE Y DESARROLLO DE LA PLACA

DENTOBACTERIANA (VS BIOFILM)

La higiene bucal es el habito de lavarse los dientes o0 mantener aseada la cavidad
bucal después de consumir cualquier alimento, sin embargo, al llevarse a cabo de
forma inadecuada, o simplemente no cepillarse los dientes, determina el desarrollo
de placa dentobacteriana; también llamada biopelicula o biofilm; definida como
una masa blanda, tenaz y adherente de colonias bacterianas que se encuentran
en la superficie de los dientes y otras estructuras bucales; debido a su dureza de

la matriz extracelular, hace que sea posible su remocion.??

Por lo tanto, la placa se diferencia de la materia alba y el célculo; primeramente
comienza con acumulaciones blandas de alimentos y células del tejido que

carecen de una estructura organizada, por lo tanto son desplazadas facilmente
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con el agua; sin embargo el célculo se caracteriza por tener en su estructura un

depdsito maduro formado por la mineralizacién de la placa dental.®

FORMACION DE LA PLACA

La placa se define como una comunidad microbiana, caracterizada por células
adheridas a un sustrato, se divide en tres fases; primero comienza con la

formacion de la pelicula, compuesta por una capa densa de microorganismos que

conforman una matriz de polisacaridos con otros materiales organicos e
inorganicos; por lo que las bacterias que se adhieren no entran en contacto con el
esmalte, sino que interactian con la pelicula adquirida; 24 ° ¢ después con la

adhesion inicial v fijacidbn de bacterias, se lleva a cabo a través de la interaccion de

“adhesinas” en la superficie de células microbianas y los receptores en la pelicula
salival que determinan si una célula bacteriana permanecera asociada con la
superficie; ademas la colonizacién bacteriana en el diente debe tener un
transporte inicial de la bacteria a la superficie dental, para establecer una

adhesion inicial reversible de la bacteria y finalmente la maduracién de la placa,

estableciendo un anclaje firme entre la bacteria y la superficie; es decir, transita de

una forma reversible a irreversible; ¢

En sintesis, las bacterias colonizadoras primarias adheridas a la superficie del
diente proporcionan nuevos receptores de union a otras bacterias, denominado
también como coadhesion; junto con el crecimiento de microorganismos
adherentes, la coadhesion lleva al desarrollo de colonias y formaciéon de una

pelicula madura. °
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FASES DE COLONIZACION

La cavidad bucal es un ecosistema poblado por microorganismos, los cuales
tienen mecanismos adaptativos y sitios que facilitan su adhesion; inmediatamente
después de la limpieza en boca, las macromoléculas hidréfobas comienzan a
adsorberse a la superficie, para formar la pelicula adquirida, compuesta por
glucoproteinas salivales (mucinas) y anticuerpos; que a su vez aumentan la

adhesion bacteriana. 25 °

En cuanto a la colonizacién primaria, es dominada por cocos gram positivos
anaerobios facultativos, compuesta principalmente por estreptococos;
Streptococcus sanguinis, mitis; posteriormente  bacilos del género de los
Actynomyces; en efecto los receptores de superficie gram positivos permiten la
adherencia de microorganismos gram negativos.® Asi mismo los colonizadores
secundarios tales como Prevotella intermedia, Prevotella loescheii, Fusobacterium
nucleatum, y Porphyromonas gingivalis; se adhieren a las bacterias que se

encuentran en la masa de la placa madura.®

SISTEMA INMUNOLOGICO

El término inmunidad se refiere a la proteccion del hospedero contra una
enfermedad infecciosa, incluyendo sustancias extrafias; microorganismos Yy
macromoléculas; tales como proteinas y polisacaridos; que son capaces de
provocar lesiones tisulares y enfermedades sistémicas. Ademas, la defensa frente
a los microorganismos esta mediada por las reacciones tempranas de la

inmunidad innata y las respuestas tardias de la inmunidad adaptativa.?®
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INMUNIDAD INNATA

Los microorganismos que conforman la enfermedad periodontal cronica son
esenciales para el desarrollo de la endocarditis infecciosa, sin embargo la
extension y la gravedad dependen de las interacciones huésped-microbio; la
inmunidad innata juega un papel importante ya que es activado de forma rapida y

es responsable de la defensa durante horas y dias iniciales de la infeccién.®

El sistema inmune innato representa la primera linea de defensa del huésped,
constituye la respuesta a la invasion microbiana; y actla para contener la infeccion

a través de la fagocitosis, activacion de citoquinas y muerte microbiana. 2’

Por lo que se refiere a las células que interactian son monocitos/macréfagos,
neutrdfilos, linfocitos NK y células dendriticas que expresan receptores de
reconocimiento de patrones (PRR) como son los receptores tipo toll (TLR) que
reconocen estructuras de los microorganismos invasores; denominados patrones
moleculares asociados a patégenos (PAMP); que se encuentran en la superficie
bacteriana; en particular, la interaccion entre sus respectivos ligados inducen la

respuesta inflamatoria. 28

BIOFILM PERIODONTAL

Las bacterias, como causas necesarias en el modelo multicasual de Rothman,
desempeiian un papel importante en la iniciacion y perpetuidad de la enfermedad
periodontal; que a su vez inducen la destruccion de las estructuras de soporte de

los 6rganos dentarios; este proceso invasivo es propagado en conjunto con la
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interaccion de las células del huésped.?® 30 Asi mismo, la placa dental es un biofilm
gue se encuentra implicado con la enfermedad periodontal; ya que los bifilms no

calcificados tienen el potencial de calcificar el calculo dental. 3t

En la periodontitis podemos identificar microorganismos gram negativos;
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,

Fusobacterium nucleatum, Forsythus, Prevotella Intermedia y Peptostreptococcus.

32

PERIODONTITIS COMO CAUSALIDAD DE ENDOCARDITIS INFECCIOSA

La endocarditis infecciosa es una infecciébn endovascular de origen bacteriano
que afecta estructuras intracardiacas, la lesion inicial presenta la caracteristica
principal de formacion de vegetaciones que se localizan en una o méas valvulas
cardiacas, afectando tejidos adyacentes; tales como cuerdas tendinosas,

endocardio, miocardio y pericardio. 33 34

Entre los factores de riesgo asociados a la endocarditis infecciosa se encuentra la
enfermedad periodontal cronica, debido a la exacerbacion directa de las bacterias
de la cavidad oral y la inflamacién; representando un foco de infeccién que
incrementan los niveles circulantes de macromoléculas inflamatorias del

huésped.®®

Por otra parte se considera un riesgo de desarrollar la endocarditis infecciosa a
los procedimientos odontolégicos invasivos como son la manipulacion del tejido

gingival, periapical o alteracion de la mucosa oral, extracciones dentales, raspado
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y curetaje, cirugia periodontal, endodoncias e incluso el uso de implantes dentales;
los cuales podrian ser un riesgo debido al material de la interfaz entre la cavidad

bucal y la sangre.36: 37

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA ENDOCARDITIS INFECCIOSA

En el transcurso del desarrollo de la endocarditis infecciosa se tienen diversos
sintomas y signos, tales como destruccion de la valvula e insuficiencia cardiaca,
fiebre, sudoracion nocturna, pérdida de peso, dafio embolico de 6rganos (cerebro,
pulmones, bazo y rifiones) y formacion de inmunocomplejos que conduce a

vasculitis, artritis y dafio renal.

Otros signos que incluyen Petequias; pequefios y rojos con un centro palido en la
faringe y conjuntivas o también conocidas como manchas de Roth, cuando se
encuentran en la retina; nddulos de Osler; que son inflamaciones subcutaneas
caracterizadas por una consistencia dura y dolorosas en las manos y pies;
lesiones de Janeway; maculas pequefias, planas, rojas, indoloras y palidez debido

a la anemia. 38

CRITERIOS DE DUKE MODIFICADOS

Criterios_mayores: hemocultivos positivos de dos microorganismos separados;

Streptococcus viridans, S. bovis, S. aureus, Staphylococcus aureus o
Enterococcus; evidencia de afectacion endocardica; al menos dos hemocultivos
positivos de muestras sanguineas tomadas con un intervalo de >12 horas,

ecocardiograma positivo.
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Criterios_menores: cardiopatia predisponente o adiccion a droga parenteral,

fiebre>38 C, fendmenos vasculares; émbolos en arterias mayores, infartos
pulmonares sépticos, hemorragia conjuntival y lesiones de janeway; e
inmunolégicos; glomerulonefritis, nddulos de osler, manchas de Roth y factor
reumatoide; hemocultivo que no cumplen criterios mayores: positivos, excluyendo
un solo hemocultivo con Staphylococcus coagulasa negativo y gérmenes no

asociados a endocarditis infecciosa.3°

Finalmente, para los criterios clinicos de la deteccion de un diagndstico definitivo
de endocarditis infecciosa se basan en dos mayores, un mayor y tres menores; o

cinco menores (Cuadro N. 1). %7

TRATAMIENTO DE ENDOCARDITIS INFECCIOSA

El éxito del manejo de la endocarditis infecciosa se basa en la supresion de los
microorganismos con farmacos antimicrobianos, actualmente existe evidencia del
incremento de la resistencia bacteriana en penicilinas y macrolidos en cepas de

Streptococcus.

El tratamiento antibiético en pacientes adultos durante dos semanas: Penicilina G
12-18 millones U/dia i.v. en 4-6 dosis o continuamente, Amoxicilina 100-200
mg/kg/dia i.v. en 4-6 dosis. En pacientes pediatricos Gentamicina 3 mg/kg/dia i.v.

o i.m. en 1 dosis o 3 dosis divididas a partes iguales.33 37
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Cuadro N. 1. Criterios de Ducke modificados.

Definicion de endocarditis infecciosa segun los criterios de Ducke
modificados
El definida
Criterios patoldgicos
Microorganismos demostrados por cultivo o en un examen histoldgico de una
vegetacion, vegetacion que se ha embolizado.
Lesiones patologicas vegetacion o absceso intracardiaco, confirmado con
examen histolégico que muestra endocarditis activa
Criterios clinicos
2 criterios mayores
1 criterio mayor y tres criterios menores o
5 criterios menores
El posible
1 criterio mayor y 1 criterio menor o
3 criterios menores
El descartada
Diagnostico alternativo firme o
Resolucion de los sintomas de El con tratamiento antibidtico < 4 dias o
Ausencia de evidencia patoldgica de EIl en la cirugia o necropsia con tratamiento
antibidtico <4 dias o

No se cumplen los criterios de posible El ya indicados

El: endocarditis infecciosa

Fuente Guia ESC 2015 sobre el tratamiento de la endocarditis infecciosa. Rev Esp Cardiol 2016; 69(1):69.e1-e49.

Criterios de Duke modificados, para su clasificacion diagnéstica de la endocartitis infecciosa;
dividiéndose en definida, posible y descartada.
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2. Streptococcus sanguinis: enfermedad periodontal y endocarditis

bacteriana.

Se considera que las bacterias son la principal causa necesaria de la enfermedad
periodontal, se estima que mas de 500 especies son capaces de colonizar la boca
y en condiciones patolégicas pueden causar lesiones en cavidad oral.3®> Asi mismo
la microflora subgingival abarca ciento de especies bacterianas, pero solo una
pequefia parte se ha asociado con el progreso de la enfermedad; para fines de
esta investigacion enfatizaremos en los microorganismos de la periodontitis
cronica; conformada por microorganismos gram negativos; especialmente
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,

Fusobacterium nucleatum, Forsythus, Prevotella Intermedia y Peptostreptococcus.

32

Por otra parte diversas bacterias de la placa dentobacteriana han demostrado su
patogenicidad a través de la produccién de productos téxicos que destruyen los
tejidos periodontales.*® Es precisamente la asociacion de estas bacterias con la
endocarditis infecciosa como son los cocos gram positivos; particularmente los
Streptococcus del grupo viridans como son S. sanguis, mitis y mutans; y
Staphylococcus aureus. Dentro de los gram negativos A. actinomycetemcomitans
y E. corrodens; no obstante, el efecto de éstos incrementa en presencia de la

enfermedad periodontal crénica. 4
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Recientemente, se ha demostrado que los microorganismos presentes en la bolsa
periodontal producen mediadores inflamatorios; tales como es el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a), interlucina 1P, prostaglandinas E2, interferon y la proteina C
reactiva; #? enzimas citoliticas y endotoxinas; peptidoglicano, lipopolisacarido,
entre otros. En consecuencia se produce ulceracion del epitelio de las bolsas
periodontales, permitiendo el paso de bacterias a través de tres mecanismos: En
primer lugar la Infeccién metastasica o bacteriemia, los microorganismos entran al
torrente sanguineo y se diseminan; después el dafio metastasico, por endotoxinas
liberadas para las células; y para terminar la inflamacién metastésica, por las

reacciones antigeno-anticuerpo y la liberacién de mediadores quimicos.

Uno de los microorganismos con mayor interés es Streptococcus sanguinis;
inicial colonizador primario de la placa dentobacteriana; relacionandose con la
principal causa de la endocarditis infecciosa ya que es capaz de activar la
respuesta inmune del huésped por medio de sus factores de patogenicidad y
virulencia, #3 la presencia de &acido lipoteicoico y produccién de polisacaridos
extracelulares favorecen la adherencia a las valvulas cardiacas en la endocarditis.
44 Es una bacteria anaerobia facultativa, gram positiva y se conforma por una
pared celular; %> esta Ultima caracteristica se encarga de proteger la integridad
anatomo-fisioldgica y soportar la presion osmotica interna; la ausencia de esta

estructura condicionaria a la destruccién del microorganismo. 46
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La pared celular de S. sanguinis; esta formada por peptidoglicanos, ademas de
acidos teicoicos que se encuentran conformados por polimeros de ribitol-fosfato,
los cuales unirdn al N acetil-muramico, estabilizando a la pared celular; por fuera
del peptidoglicano existe una cubierta de proteinas y los acidos lipoteicoicos que
por su proporcion lipidica se unen de forma hidréfoba a la membrana y la porcion

glicerol -fosfato de la pared celular (Figura N. 1). 47

Figura N.1. Composicién de la envoltura celular de bacteria gram positiva.

Fuente: Mora X. Diferenciando bacterias gram gram+ y gram -. Selecciones avicolas 2012. Estructura
de la pared celular de bacterias gram positivas,1) membrana citoplasmatica, 2) peptidoglicano uno
de los principales constituyentes de la pared celular, 3) fosfolipidos, 4) proteinas y 5) acido

lipoteicoico.
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PATRONES MOLECULARES ASOCIADOS A PATOGENOS (PAMPS)

En cuanto a las bacterias de la enfermedad periodontal crénica ingresan al
torrente sanguineo; las células del sistema inmune reconocen su presencia y
sefialan respuestas inmunes protectoras.® No obstante el primer reconocimiento
de los patégenos invasores es mediado por los receptores de reconocimiento de
patron (PRR), se han identificado diferentes clases; siendo los mas importantes
para el reconocimiento de este microorganismo los receptores tipo Toll, receptores

tipo NOD y los sensores de DNA citosdlico.

En cuanto a éstos receptores, son activados por moléculas microbianas; los
llamados patrones moleculares asociados a microbios (PAMP), factores de

virulencia microbiana, moléculas endégenas liberadas después de dafio tisular. 2’

Por lo tanto, los PAMP son carbohidratos bacterianos, tales como el
peptidoglicano y acido lipoteicoico en bacterias gram positivas; lipopolisacarido
de bacterias gram negativas, acidos nucleicos de origen bacteriano o viral; 4cido
desoxirribonucleico y acido ribonucleico; péptido bacteriano; flagelina; y
lipoproteinas. Hay que tener en cuenta que la union de sus ligados PRR activa
una cascada de sefiales intracelulares que da como resultado la secrecion de

citosinas (Cuadro N. 2). 48
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Cuadro 2. Sefiales de activacion intracelular generados por los TLR unidos a sus ligados.

RECEPTOR LIGADO
TLR-1 Lipoproteina bacteriana triacilada
TLR-2 Peptidoglucano (bacterias gram positivas), acido lipoteicoico
TLR-3 ARN de cadena doble
TLR-4 Lipopolisacarido (bacterias gram negativas)
TLR-5 Flagelina bacteriana
TLR-6 Lipoproteina bacteriana diacilada
TLR-7 ARN de cadena simple
TLR-8 ARN de cadena simple
TLR-9 CpG, ADN bacteriano (no metilado)
TLR-10 Desconocido
TLR-11 Bacterias uropatogénicas

ADN: acido desoxirribonucleico; ARN: &cido ribonucleico; CpG: oligodesoxinucleétidos con

secuencias citosinas fosfodiesterasa- guanina. TLR: receptores tipo Toll.

Fuente Sociedad inmunologia comunidad de Madrid 2013. Cada uno de los receptores tipo Toll detectan distintos

patrones moleculares asociados a microbios (PAMP), que pueden derivar de bacterias, hongos o parasitos.

RECEPTOR TIPO TOLL

Los receptores semejantes a Toll fueron los primeros PRR identificados; son los
mas caracterizados y reconocen una amplia gama de PAMPSs; son proteinas
transmembrana tipo | y comprende un ectodominio rico en Lucina que median el

reconocimiento de PAMPs.
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Cada TLR detecta distintos PAMPs derivados de virus, bacterias, micobacterias,
hongos y parasitos; estas incluyen lipoproteinas (reconocidas por TLR1, TLR2 y
TLR6), RNAbicatenario (TLR3), lipopolisacarido (TLR4), flagelina (TLR5), RNA

monocatenario (TLR7 y TLR8) y DNA. 4°

Las bacterias gram negativas han sido microorganismos asociados con mayor
frecuencia en la sepsis, sin embargo los gram positivos; S. sanguinis; han
aumentado en los ultimos afios. El lipopolisacarido es el componente mayoritario
de la pared celular de bacterias gram negativas, mientras que el peptidoglicano
(PGN) es el principal componente de las bacterias gram positivas; éstos PAMP
son reconocidos en el primero a través del TLR4 y en el segundo; TLR2

respectivamente. %°

ESTRUCTURA

Los TLRs son proteinas transmembranales tipo 1 que contienen entre 19 y 25
motivos ricos en repeticiones de leucinas (LRRs) en su ectodominio, una region
transmembranal y una porcion intracitoplasméatica con dominios TIR (Toll/receptor

de IL1) que inician la sefializacion intracelular (Figura N. 2).

En cuanto a su localizacién y el tipo de ligados estos receptores se dividen en dos
grupos: los TLRs de membranas citoplasméaticas (TLRs 1, 2, 4,5, 6 y 10) y los de

membranas endosomales (TLRs 3, 7, 8y 9). !
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TLR 2: reside sobre la membrana plasmatica donde responde a PAMP que
contienen lipidos, tales como peptidoglicano, &cido lipoteicoico y lipopéptidos
que contienen cisteina di y tri acilados, mediante la formacion de complejos con
TLR1 6 TLR6 en la membrana del plasma. La estructura TLR2/TLR1 y TLR2/TLR6
con sus ligados lipopeptidicos han estado determinados para facilitar la

cristalizacion y determinacion de la estructura de LRR. °

Figura N.2. Estructura general de los receptores tipo Toll

Espacio extracelular

Regiones ricas enL.eudna

transmembranal

Dominio TIR —
Citoplasma

Fuente: Vadillo E. RIC 2012. Los TLRs poseen una region extracelular rica de repeticiones de
leucina (LRRs) a través de la cual reconoce sus ligados especificos; una region
transmembranal y una region intracelular en donde se localiza el dominio TIR. Dependiendo del
ligado reconocido, el dominio TIR reclutard a una proteina adaptadora para la transduccion de

sefial.
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VIAS DE SENALIZACION CELULAR

La sefializacion de TLR se describe en la activacion de la familia IRF (Factor
regulador de IFN) de factores de transcripcion y NF-xB, llevando a la expresion de

genes inflamatorios de respuesta temprana.®

En cuanto a la via de los TLR, se origina en el dominio TIR como resultado del
reclutamiento de sus adaptadores; MyD88, TRIF, Mal/TIRAP Y TRAM; una vez
activados proporcionan ramas de transduccién de sefial, permitiendo la interaccion

con otras vias; en particular con la via de la MAP quinasa.*®

PROTEINAS CINASAS ACTIVADAS POR MITOGENOS (MAPKSs)

Las quinasas son un grupo de proteinas con actividad enzimatica que transfieren
grupos fosfato desde moléculas donadoras; como es el ATP; a sustratos

especificos; a este proceso se le conoce como fosforilacion. 53

Las MAPK constituyen una familia serin/treonin quinasas activadas por factores de
crecimiento, apoptosis, procesos inflamatorios y estrés; estas proteinas
desempefian un papel importante en la transduccion intracelular de sefales,
permitiendo a la célula integrar diferentes estimulos extracelulares. Cada
subfamilia de MAPK esta compuesta por un médulo de sefalizacion de tres
quinasas; la MAPK quinasa quinasa activa a la MAPK quinasa, que a su vez activa

a la MAPK por fosforilacién (Figura N. 3).*
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Las MAPK se pueden agrupar en tres familias principales: ERK Y; sefal
extracelular regulada por quinasas; JNK; c-Jun-N-cinasa terminal; y p38; proteina
quinasa activada por estrés. % El primer grupo responde a los factores de
crecimiento y mitdégenos para inducir el crecimiento celular y diferenciacion; el
segundo se activa por tenciones como son la radiacion ionizante, calor, estrés
oxidativo, dafio al DNA y citocinas inflamatorias como factores de crecimiento; y
por ultimo la familia p38 es activado por tensiones ambientales y citocinas
inflamatorias. En conjunto, juegan un papel importante en la apoptosis,

inflamacién, metabolismo y produccién de citocinas. %

Figura N.3 Via de las MAPKS.
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Fuente: Morrison KD. MAP Kinase Pathways 2012. La MAPKKK fosforila y activa directamente la MAKK, que a su
vez activa la fosforilacion de MAPK, una vez activado el MAKP fosforila diversos sustratos en el citosol y el ndcleo
para producir cambios en la funcién de las proteinas y expresién genética que ejecuten la respuesta bioldgica

apropiada.
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3. Tratamiento de las infecciones ocasionadas por Streptococcus

sanguinis.

FLAVONOIDES

DEFINICION

Flavo proviene del latin flavus y significa de color entre amarillo y rojo; y flavonoide
se refiere a un grupo aromatico, pigmentos heterociclicos que contienen oxigeno
ampliamente distribuido en las frutas rojas como zarzamoras, fresas, frutas

citricas, chocolate, nueces, vino tinto y plantas medicinales. 57: 58

ESTRUCTURA Y CLASIFICACION

Los flavonoides son sustancias de bajo peso molecular, procedentes del
metabolismo secundario de las plantas a través de la ruta de los policétidos que
sintetiza el anillo A, y por la ruta del &cido shikimico que sintetiza el anillo B y la

unidad C de los flavonoides (Figura N.4).58:5°

Tienen un sistema Cs -C3.Cs, con una funcionalidad fenilbenzopirano, venzo-y-
pirona, que consistente en un anillo fendlico y un anillo pirano, que se clasifican de

acuerdo a su constitucion. 58

Los flavonoides se dividen en antiocianinas y antoxantinas; las primeras son
moléculas que poseen pigmentos de color rojo, azul y morado; las segundas son
moléculas incoloras o de color blanco a amarillo y a su vez se dividen en flavonas,

flavonoles, flavanonas e isoflavonoides (Cuadro N.3). 60
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Figura N.4 Estructura quimica del flavonoide.

Fuente: Escamilla JC. Flavonoides y sus acciones antioxidantes. Rev Fac Med

UNAM 2009. Los flavonoides sintetizan el anillo A, el anillo B y la unidad C.

Cuadro N. 3 Clasificacion de los flavonoides.

Nombre Descripcién Ejemplo
Tiene un grupo —OH unido en posicion 3, pero
Antocianidinas ademas poseen un doble enlace entre los carbonos Antocianidina
3y 4 del anillo C.
Flavanoles Con un grupo-OH en posicion 3 del anillo C. Catequina
Poseen un grupo carbonilo en posicién 4 del anillo
Flavonas en posicion 4 del anillo C y carecen del grupo Diosmetina
hidroxilo en posicion C3.
Grupo carbonilo en posicion 4 y un grupo —OH en  Quercitina
Flavonoles posicion 3 del anillo C.

Isoflavonas  Tienen el anillo B en la posicion 3 del anillo C. Daidzeina

Fuente: Amaya RM. El salvador; universidad del salvador: 2013. De acuerdo a su estructura quimica, los flavonoides
tiene un anillo fendlico y uno pirano; de los cuales va depender su clasificacion de los cinco grupos: antocianinas,
Flavanoles, flavonas, flavonoles e isoflavonas.
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METABOLISMO

Los flavonoides forman parte del grupo de los polifenoles que se localizan en los
alimentos; sin embargo su biodisponibilidad con respecto a la cantidad de
nutrientes que se digieren, absorben y metabolizan; no son los mas activos en el
organismo ya sea por su baja absorcion en el intestino, por ser altamente

metabolizados o acelerada excrecion. 61

Las dosis de flavonoide determinan el sitio primario del metabolismo, en dosis
elevadas se metaboliza en el higado, mientras que en dosis inferiores se da en la
mucosa intestinal. Ademdas los metabolitos glucurono- y sulfo-conjugados
producidos a nivel hepatico son excretados por via biliar, como se ha observado

en estudios realizados en la preparacion de higado de ratas aislado y perfundido.

62

MIRICETINA

Es un flavonoide del grupo de flavonoles; derivado de vegetables, nueces, frutas y
té; por primera vez se aisl6 a finales del siglo XVIII de la corteza de Myrica nagi
Tunb; cosechado en la india como luz de cristales color amarillo; el aislamiento fué
principalmente por el interés en la propiedad de tefiido del compuesto, mejor
caracterizado en un estudio de Pekin; encontrando que miricetina produce un
floroglucinol y acido galico en hidrdlisis que sirvio para confirmar su estructura
quimica, % 64 presenta sustituciones hidroxilo en las posiciones 3-, 5-, 7-, 3", 4-y

5'- (Figura N. 5). %
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Figura 5. Estructura quimica de miricetina.
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Fuente: Food Science and Human Wellness 2012. La miricetina un flavonoide de origen

natural con grupos hidroxilo en las posiciones 3, 5, 7, 3, 3'-,4'y 5".

PROPIEDADES BIOLOGICAS

Los flavonoides han despertado recientemente considerable interés, debido a sus
efectos benéficos potenciales sobre la salud humana; se ha reportando una gran
variedad de propiedades bioldgicas; tales como antiinflamatorios,
anticancerigenos y antioxidantes, ayudando a reducir el estrés oxidativo que ha
estado relacionado con la inflamacién, cancer, ateroesclerosis, lesion isquémica y
enfermedades neurodegenerativas. % 67 Diversos estudios in vivo e in vitro, han
demostrado su actividad contra una variedad de ADN polimerasas, ARN

polimerasas y quinasas. %
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EFECTO PREVENTIVO

En la enfermedad periodontal cronica, la inflamacion representa un importante
mecanismo de defensa contra muchas condiciones fisiopatolégicas ya que se
activan diversas formas de citoquinas pro-inflamatorias; por lo cual, es importante
enfatizar en el diagndstico y la prevencion con el fin de evitar complicaciones

sistémicas, como es el caso de la endocarditis infecciosa. 68

Es precisamente tener presente la importancia de la prevencién; la cual se define
segun la OMS; como “las medidas destinadas no solamente a prevenir la aparicion
de la enfermedad, tales como la reduccion de factores de riesgo, sino también a
detener su avance y atenuar sus consecuencias una vez establecida”. ® Por lo
tanto, la identificacién de la periodontitis cronica como uno de los factores de
riesgo para la endocarditis infecciosa; incrementaria los procesos protectores para
la salud general de la poblacién y asi mismo tendria un impacto en la prevencion

de endocarditis infecciosa .7 71

Por otra parte se ha demostrado que miricetina tiene un efecto positivo contra la
periodontitis crénica ya que atenua la produccion de mediadores inflamatorios, en
la activacion de TNFa; encargada de la produccion de citoquinas IL-f, IL-6 y IL-13;

ERK1/2, AKT, p38 NF-KB; y expresion de COX-2. 64.63
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EPIDEMIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y ENDOCARDITIS

INFECCIOSA; E IMPORTANCIA DE ESTA INVESTIGACION.

Actualmente, la enfermedad periodontal ha incrementado su incidencia, razon por
la cual es considerada el segundo problema de salud publica a nivel mundial.
Asimismo, es la segunda causa de pérdida de dientes y de otros problemas de
salud de menor incidencia como problemas de la articulacion tempomandibular,
lenguaje, disfuncién masticatoria, estado nutricional deficiente; y reduccién en la

calidad de vida de las personas.”

De acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud alrededor del 15% de los
adultos en todo el mundo tienen enfermedad periodontal avanzada, estando
afectada el 48% de la poblacion adulta; interfiriendo asi las condiciones culturales,
sociales, econémicas y politicas. "* En México, la notificacién semanal de casos
nuevos de enfermedades periodontales ubicé en el octavo sitio a esta enfermedad

entre las principales causas de morbilidad. 7

Estudios recientes han demostrado que el tratamiento de la periodontitis crénica
reduciria el riesgo de endocarditis infecciosa, debido a las proteinas de la fase
aguda como son los niveles elevados de la proteina C reactiva y fibrin6geno; que
estan presentes en pacientes con inflamacién o infeccién, en consecuencia surgié
el interés de evaluar el efecto de miricetina en la linea celular H9c2 en la

estimulacién del peptiglicano obtenido de Streptococcus Sanguinis.
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Por lo que la presente investigacion plantea una nueva alternativa de tratamiento
de la periodontitis cronica, disminuyendo la probabilidad de riesgo para
endocarditis infecciosa por medio del uso del flavonoide miricetina y sus

propiedades biologicas.
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EFICACIA DE LOS ESTUDIOS

La inflamacién inducida por periodontitis cronica puede promover el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, tales como endocarditis infecciosa (El). Kanafani
y col. (2002) reportaron hemocultivos positivos en el 77.5% de los casos de El, de
los cuales el 57% fueron por Streptococcus del grupo viridans; posteriormente
Nakatani et al. (2013) encontraron que la periodontitis cronica era uno de los
factores predisponentes, los S. del grupo viridans se aislaron en el 52% de los

casos.

Se ha encontrado que el 60% de las cepas de S. Sanguinis producen dextrano,
importante en el desempefio de la patogénesis de El; ya que es una proteina de
union a fibronectina y el &cido teicoico descritos como factores importantes en la
adhesion a la matriz de plaquetas-fibrina de la pared valvular.”® Asi mismo S.
sanguinis es capaz de activar la respuesta inmune debido a su pared celular que
se conforma de peptidoglicano, éste PAMP es detectado por receptores tipo toll
(TLR); la interaccion entre sus respectivos ligados activan vias de sefializacion

que inducen la respuesta inflamatoria. 43 44 47,48

Forner et al., observaron en pacientes con periodontitis cronica bacteriemias
durante 30 minutos después de mascar chicle, mientras que en pacientes
periodontalmente sanos no habia bacterias en la muestra de sangre; por otra parte
lockhart et al., llevaron a cabo un estudio clinico controlado aleatorizado a doble
ciego, demostrando que existe una asociacion de la bacteremia producida tras el

cepillado dental tanto con mala higiene oral como con el sangrado gingival; estos
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resultados sugieren que la prevencién de El debida a bacterias orales deberia ir
encaminada a mejorar la higiene oral, lo cual reduciria la incidencia de

bacteremias.”

Se ha reportado que la periodontitis cronica puede producir bacteremia incluso en
ausencia de procedimientos dentales; en la extraccién dental de 10 a 100%,
cirugia periodontal 36 a 88%, limpieza dental del 40%, procedimientos
endodonticos del 20%, en donde el 8% de todos los casos de endocarditis
infecciosa se asocia con enfermedad periodontal cronica sin previo procedimiento

dental. 3

Ebersole et al., reportaron significativamente niveles méas altos de la proteina C
reactiva en pacientes con periodontitis; considerandolo como un marcado de
riesgo coronario; asi mismo se informé que los niveles elevados de ésta proteina
(>3mg/L) e IL-6 eran significativamente mayor en pacientes con periodontitis

cronica.3?

Sin embargo el tratamiento de la enfermedad periodontal crénica podria prevenir
el desarrollo de endocarditis infecciosa. Se han realizado investigaciones de
miricetina (62.5-125 pg/mL); ensayos in vitro e in vivo; reportando su actividad
anti-inflamatoria inducida contra Porphyromona gingivalis en células del huésped y
previniendo la activacion de NF-kB en un modelo de monocitos, en donde se
inhibe la secrecion de IL-6, IL-8, MMP-3; la produccion y niveles de COX-2, iINOS
(10 uM), activacion de ERK %%, AKT y p38; sugiriendo que miricetina puede actuar

como un agente terapéutico para el tratamiento de periodontitis crénica. %
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En otro estudio se investigo el efecto inhibitorio de miricetina sobre la produccion
de Oxido nitrico (NO) y prostaglandina E2 (PGE2), el tratamiento con
lipopolisacarido (LPS) aumenté la produccion de NO significativamente 6.8 veces
(p < 0.001); y en la produccion de PGE2 aument6 3.3 veces en comparacion con
las células no tratadas, sin embargo la produccién de NO y PGE2 redujo

significativamente las células pretratadas con miricetina (25, 20 y 100 uM).

También se reportdé que el tratamiento con LPS aumento significativamente la
expresion de iNOS vy la proteina de COX-2 en RAW264.7 macrofagos, los
resultados sugieren que miricetina disminuyo la produccién de NO y PGE2 por

inhibicion de la expresion de iNOS y COX-2. 8
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad periodontal es considerada la segunda enfermedad bucal mas
prevalente a nivel mundial; seguida de la caries dental. De acuerdo con la OMS
alrededor del 48% de la poblacion en todo el mundo presenta enfermedad

periodontal crénica.

En México, el Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Patologias bucales
(SIVEBAD) ha reportado que el 53% de los habitantes tienen enfermedad

periodontal crénica.

Por otra parte, estudios epidemiolégicos han asociado la periodontitis crénica
como un factor de riesgo de endocarditis infecciosa (El); principalmente durante el
sondaje, raspado y alisado radicular, y durante los tratamientos quirirgicos; en

México, la El alcanza una tasa de mortalidad al afio del 40%.

Uno de los microorganismos con mayor interés es el Streptococcus sanguinis;
dado que es el colonizador inicial de la placa dentobacteriana; el efecto de este
microorganismo incrementa en presencia de la periodontitis crénica, estando
relacionado con la causalidad de la El. En efecto, el peptidoglicano al ser un
componente de su pared celular es capaz de activar la respuesta inmune del
huésped; las células que interactian; monocitos/macréfagos, neutrofilos, linfocitos
y NK; expresan receptores tipo Toll que detectan distintos patrones moleculares
asociados a patogenos; la interaccion entre ambos induce la activacion de

diversas vias de sefalizacion.

41



Estudios recientes proponen el empleo de anti-inflamatorios no esteroideos
(AINES) como tratamiento coadyuvante de la enfermedad periodontal crénica; sin
embargo entre sus efectos adversos incluyen problemas gastrointestinales y
hemorragias, problemas renales y hepaticos, disturbios en el sistema nervioso
central, tiempo de coagulacién aumentado, dafio en médula ésea y reacciones de
hipersensibilidad. Por otra parte, se ha demostrado que el uso de componentes
naturales, como los flavonoides, presentan diversas propiedades bioldgicas;
antiinflamatorias, anticanceringenas y antioxidantes; y aplicaciones clinicas en
cuanto a la regulacion de diversas vias de sefializacion. Por tales motivos surge la
necesidad de investigar nuevas alternativas de tratamiento; sobre todo de origen
natural; como es el caso de la miricetina y la importancia del diagndstico por parte
del cirujano dentista durante la practica profesional; para evitar complicaciones
sistémicas, como es el caso de la endocarditis infecciosa y la prevencion del

mismo. Por lo anterior surge la siguiente pregunta:

¢,Cual es el efecto de miricetina en la linea celular H9¢c2 en la estimulacién del

peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis?
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HIPOTESIS

Considerando las propiedades anti-inflamatorias del flavonoide miricetina en la
linea celular H9c2, suponemos que este regulard la fosforilacion de las MAPKs y
expresion de COX-2, en la estimulacibn del peptidoglicano obtenido de

Streptococcus sanguinis.

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de miricetina en la linea celular H9c2 en la estimulacién del

peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el efecto de miricetina en la activacion de las MAPKs en la linea
celular H9c2.

e Determinar la respuesta del peptidoglicano en la expresién de COX-2 en la
linea celular H9c2.

e Evaluar el efecto de miricetina en la expresién de COX-2 en la linea celular

H9c2.
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MATERIAL Y METODOS

TIPO DE ESTUDIO: De acuerdo a Campbell y Stanley; se llevo a cabo un estudio

cuasi-experimental, longitudinal y comparativo.

UNIVERSO DE ESTUDIO: EIl estudio se llevd a cabo en el cultivo celular de
cardiomiocitos H9c2 cada uno de los experimentos se realizaron tres veces de
forma independiente, las muestras fueron representadas por la cantidad de 1x106
células/ensayo por cada pozo; se dividieron en 6 grupos; para evaluar el efecto de
miricetina en la via de las MAPKSs cinasas y expresion de COX-2: Grupo 1, control;
grupo 2 (estimulado), peptiglicano 10 mg/mL; grupo 3 (tratado), peptidoglicano 10
mg/mL+ 1ulL de miricetina; grupo 4 (tratado), peptidoglicano 10 mg/mL+ 5 uL de
miricetina; grupo 5 (tratado), peptidoglicano 10 mg/mL+ 10 uL de miricetina y

grupo 6 (tratado), peptidoglicano 10 mg/mL+ 15 uL de miricetina.

Para evaluar la respuesta del peptidoglicano en la expresion de COX-2 se
dividieron en 6 grupos: Grupo 1, control; grupo 2 estimulado (PGN), 0.1 uL; grupo
3 estimulado, 1 uL; grupo 4 estimulado, 5 uL; grupo 5 estimulado, 10 uL; y grupo 6

estimulado, 15 pL.

En cada uno de los experimentos se tomaron en cuenta los siguientes criterios:

- Criterios de inclusion: Células H9c2 que estuvieron confluentes para ser tratadas.

- Criterios de exclusion: Células H9c2 que estuvieran contaminadas
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VARIABLES DE ESTUDIO

Variable Definicion Tipo Clasificacion Nivel de Categorias
medicion
Efecto de Miembro de e Antiinflamator
miricetina los flavonoides Independiente cuantitativa Continua io
del grupo de e sin efecto
flavonoles. antiinflamator
i0.
Fosforilacion Se activan en
de las un proceso Dependiente Cualitativa Nominal e p-ERK
MAPKs inflamatorio, (p44/p45)
encargadas de e p-JNK
fosforilar (p54/p46)
proteinas. e p-p38
Expresion de Enzima Dependiente Cuantitativa  Continua e Activa
COX-2 activada  por e inactiva
citoquinas
pro-
inflamatorias
Fosforilacion de las
MAPKS:
Respuesta Pared celular e Activa
del en bacterias Dependiente Cuantitativa  continua e Inactiva
peptidoglican gram
0 positivas.

Expresién de COX-
2:
e Activa
e Inactiva
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TECNICA.

El western blot es una técnica utilizada para la inmunodeteccion y cuantificacion
de proteinas especificas, que tiene como objetivo transferir proteinas de geles

SDS-poliacrilamida a una membrana absorbente.

Cultivo celular

Linea celular H9c2 obtenida de cardiomiocitos de ratdon, crecieron en medio
DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal, se encubaron a 37°C en una

atmosfera de 5% de COa.

Tratamiento celular

Se sembraron cardiomiocitos (1 x10%) en cajas de 6 pozos en medio de cultivo
DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal, hasta que estuvieran
confluentes en un 80%, posteriormente se ayunaron en DMEM 2% SBF por 12
horas. Las células se pre-trataron con miricetina 1x10-3 M a diferentes
concentraciones (1, 5, 10 y 15 mg/mL); durante 30 minutos; y finalmente se
adicioné el peptidoglicano 1 mg/mL de acuerdo a las condiciones de cada uno de
los 6 grupos. Para los experimentos de MAPKSs, las células se encubaron con el

peptidoglicano durante 30 min; y para COX-2 durante 6 horas.
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Western-Blot.

- Las células H9c2 crecieron en cajas de 6 pozos. Al término del tratamiento se
aspiré el medio y se lavaron las células en PBS + 1 mL de Ortovanadato de sodio
0.1 mM; las células se desprendieron con un gendarme, se recuperaron y se
colocaron en eppendorf para centrifugarlas a 12 000 rpm, por 10 min. y a 4°C.
Posteriormente se resuspendieron en buffer de lisis en 30 uL (0.05 M Tris- HCL,
pH7.4, 0.15 M de NaCl, 1 % de Nonidet P-40, 1ImM PMSF, 50 ug/mL de
aprotinina, 10 ug/mL de Leupetina, 4 mM de ortovanadato de sodio, 1M de
fluoruro de sodio y 250 mM de pirofosfato de sodio). Sobre hielo las muestras se
sonicaron durante 30 segundos por 30 de amplitud y la proteina se cuantificé por

el método de Bradford 595 nm.

- Electroforesis: se utilizaron 30 ug para la carga en geles SDS-PAGE al 10%;

previamente se desnaturalizaron las muestras a 70 °C durante 5 min.

- Electrotransferencia: Al término de la corrida, la muestra se transfiri6 en
membranas PVDF en camara de transferencia semi-hiimeda Bio-Rad, 15 Volts

durante 1 hora.

- Posteriormente la membrana se bloqueé durante 1 hora a temperatura
ambiente en una solucién con leche al 5% en buffer 50 mM Tris; 150 mM cloruro
de sodio pH7.5. La membrana se lavo en tres ocasiones por 10 min con buffer de

lavado; Trisma 137 mM, NaCl 20mM, Tween y pH 7.8.
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- Deteccion especifica: La membrana fue encubada con el anticuerpo primario (p-
ERK, pp38, pJNK 6 COX-2) por 12h a 4°C (1:10,000), y por 1 hora con anticuerpo
secundario (anti-raton 1gG, anti-conejo IgG 6 anti-cabra IgG) (1:10,000), se

hicieron 3 lavados con buffer de lavado.

- Revelado: Las membranas se sometieron ha revelado por quimi-lumniscencia; el
sustrato  quimioluminiscente utilizado fué el luminol, exposicion de 10 min. y

posteriormente se reveld.

Plan de codificacién: Una vez clasificadas las variables, fueron codificadas a
través del método de asignacion numérica con el propoésito de facilitar la

identificacion y localizacion de cada uno de los datos obtenidos.

Plan de tabulaciéon: Para llevar a cabo la concentracion de los datos, las bandas
obtenidas en el Western Blot se sometieron a un analisis densito métrico; software
DigiltDoc; y cuantificados en formato Excel; el cual permiti6 exportar los datos al

paquete estadistico GradphPad Prisma, version para Windows.

Para evaluar el efecto de miricetina en la fosforilacion de las MAPKs y expresion
de COX-2; de los seis grupos tratados, el grupo basal sirvié de referencia para
evaluar el punto de corte del efecto de miricetina; ant-inflamatorio (menor a 100) y
el segundo grupo estimulado con peptidoglicano para el cédigo sin efecto anti-
inflamatorio (mayor a 100); por tales motivos sélo se registraron los datos de la

concentracion del flavonoide en los resultados. anexo 1
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Para evaluar la respuesta del peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis
en la expresion de COX-2 en la linea celular H9c2; el grupo control, sirvio de
referencia para el criterio activo de ésta enzima; mayor a 100; por tales motivos

sélo se registraron los datos de la concentracion de PGN en los resultados.

RECURSOS

Material y equipo

Cultivo y tratamiento celular

Incubadora (Nuaire) cajas falco (Corning), cajas de 6 pozos (Corning), campana
de flujo laminar (The Barker Company), tubos clinicos, tubos de ensayo, tubos
eppendorf, micropipetas y puntas de 10, 100 y 100 uL (eppendorf), microscopio

de objetos invetidos (Olympus CK2).

Western-Blot.

Gendarme (costar), centrifuga (thermo Scientific), micropipetas y puntas de 10,
100 y 100 uL (eppendorf), sonicador (Ultrasonic Processor), espectrofotometro
(Pharmacia Biotech), bafio seco (Bio-Ddnamycs), camara de electroforesis
(GIBCO), fuente de poder para camara de electroforesis (OWL), camara de
transferencia (Bio-Rad), fuente de poder para la cdmara de transferencia (Bio-
Rad), orbit Shaker (LB-LINE), potenciometro (Scine Med), Balanza Sartorius,

placas radiograficas.
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DISENO ESTADISTICO

v Plan de clasificaciéon: Se ordenaron los datos del Western Blot de acuerdo a
las variables de interés: Efecto de la miricetina y la respuesta del
peptidoglicano en la linea celular H9c2.

v' Procesamiento estadistico propiamente dicho: para evaluar el efecto de
miricetina en la activacion de las MAPKSs; y en la expresion de COX-2 en la
linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis; se utilizé la prueba de Kruskal-Wallis.

v Presentacion estadistica: Para establecer el efecto de miricetina en sus
diferentes concentraciones, los resultados se presentaron en una tabla
general de frecuencias y porcentajes; y para la asociacion entre el efecto de
miricetina y la respuesta del peptidoglicano se utilizo la prueba de Kruskal-

wallis; promedio y desviacion estandar.
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RESULTADOS

De acuerdo al cuadro 4, la frecuencia y porcentaje del efecto de miricetina a
diferentes concentraciones; en la fosforilacion de las MAPKs y expresion de COX-
2, en la linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis; en el grupo 1 la frecuencia de actividad anti-inflamatoria
fué de (4) 22.22%, el grupo dos de (12) 66.66%, grupo 3 de (15) 83.33% Yy en el

grupo 4 de (16) 88.88%.
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Cuadro 4.- Efecto de miricetina en la fosforilacion de las MAPKs y expresion de COX-2,
en lalinea celular H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de

Streptococcus sanguinis. N=3

Efecto de la miricetina
CONCENTRACION Sin efecto anti- Anti-inflamatorio Total
inflamatorio
f % f %
p44 2 11.11 1 5.55 3
p-ERK pa2 3 16.66 ) 0 3
Uno p54 3 16.66 0 0 3
(1pL) p-INK p46 1 5.55 2 11.11 3
p-p38 2 11.11 1 5.55 3
COX-2 3 16.66 0 0 3
Total 14 77.77 4 22.22 18
p44 0 0 3 16.66 3
p-ERK p42 1 5.55 2 11.11 3
Dos p54 1 5.55 2 11.11 3
(5 L) p-INK p46 0 0 3 16.66 3
p-p38 2 11.11 1 5.55 3
COX-2 2 11.11 1 5.55 3
Total 6 33.33 12 66.66 18
p44 0 0 3 16.66 3
p-ERK p42 1 5.55 2 11.11 3
Tres p54 1 5.55 2 11.11 3
(10 pL) p-INK p46 0 0 3 16.66 3
p-p38 0 0 3 16.66 3
COX-2 1 5.55 2 11.11 3
Total 3 16.66 15 83.33 18
p44 0 0 3 16.66 3
p-ERK p42 0 0 3 16.66 3
Cuatro p54 0 0 3 16.66 3
(15 pL) p-INK p46 0 0 3 16.66 3
p-p38 1 5.55 2 11.11 3
COX-2 1 5.55 2 11.11 3
Total 2 11.11 16 88.88 18

52




De acuerdo al cuadro 5, el efecto de miricetina en la fosforilacion de las MAPKs en
la linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis, el flavonoide presentd un efecto anti-inflamatorio;
disminuyendo la fosforilacion de p-ERK por medio de una dosis dependiente en el
grupo 3, obteniendo un promedio de 53.53 (p44) y 67.31 (p42); sin embargo en el
grupo cuatro se obtuvo un menor promedio de 19.62 (p44) y 31.83 (p42). Se

encontré que miricetina tiene diferencia significativa en el grupo 4. (ver figura N.6).

Cuadro 5.- Efecto de miricetina en la fosforilacion de p-ERK en lalinea
celular H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de

Streptococcus sanguinis.

GRUPO (concentracion)/ EFECTO DE MIRICETINA
subunidad
PROMEDIO DE
Uno p44 119.2233 34.3853
(ApL) p42 241.8 238.3476
Dos p44 81.2006667 5.47320759
(5pL) pa2 111.6256 60.8257
Tres p44 53.534 9.52092201
(10 pL) pa2 67.311 52.5788
Cuatro p44 19.6253333 18.1684924
(15 pL) pa2 31.8392 22.7192089

Kruskal-wallis (calculada)=12.83, gl= 4 (9.48), p<.05
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Figura N.6 Efecto de miricetina en la fosforilacion de p-ERK en la linea celular H9c2 en la estimulacién del

peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis.

- - p-ERK

- By - % - Actin
200+
E=E psa
42
1504 Ed p

Phosphorylation of
p-ERK 1/2

- + + + + + PGN [10 mg/mL]
- - 1 5 10 15 MYRICETIN [mg/mL]

54




De acuerdo al cuadro 6, el efecto de miricetina en la fosforilacion de las MAPKs en
la linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis, el flavonoide presentd un efecto anti-inflamatorio;
disminuyendo la fosforilacion de p-JNK por medio de una dosis dependiente a
partir del grupo 2, obteniendo un promedio de 63.07 (p54) y 41.59 (p46). No
obstante se encontrdé que en el grupo 4 se obtuvo un menor promedio de 20.14

(p46). (ver figura N.7).

Cuadro 6.- Efecto de miricetina en la fosforilacion de p-JNK en la linea
celular H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de

Streptococcus sanguinis.

GRUPO EFECTO DE MIRICETINA
(concentracion)/
subunidad PROMEDIO DE

Uno p54 133.18 36.2912607
(1pL) p46 81.3086667 51.3581017

Dos p54 63.0723333 79.2672425
(5 pL) p46 41.5986667 19.8321812
Tres p54 60.4913 41.0162
(10 pL) p46 40.2933333 11.4172703
Cuatro p54 63.679 40.6658791
(15 pL) p46 20.1411933 17.2099308

Kruskal-wallis (calculada)= 8.06, gl= 4 (9.48), p<.05
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Figura N.7 Efecto de miricetina en la fosforilacién de p-JNK en la linea celular H9c2 en la

estimulacion del peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis.
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De acuerdo al cuadro 7, el efecto de miricetina en la fosforilacion de las MAPKs en
la linea celular H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis, el flavonoide presentd un efecto anti-inflamatorio,
disminuyendo la fosforilacion de p-p38 por medio de una dosis dependiente a

partir del grupo 3; obteniendo un promedio de 53.59. (ver figura N.8).

Cuadro 7.- Efecto de miricetina en la fosforilacién de p-p38 en la linea celular

H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de Streptococcus

sanguinis.
GRUPO
(concentracion) EFECTO DE MIRICETINA
PROMEDIO DE
Uno (1plL) 206.335667 135.357022
Dos (5 pL) 124.855667 49.9771083
Tres (10 plL) 53.5993333 28.9346832
Cuatro (15 pL) 67.0883333 64.6074261

Kruskal-wallis (calculada)= 6.56, gl= 4 (9.48), p<.05
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Figura 8. Efecto de miricetina en la fosforilacion de p-p38 en la linea celular H9c2 en la
estimulacién del peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis.
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De acuerdo al cuadro 8, la respuesta del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis en la expresion de COX-2 en la linea celular H9c2; el
peptidoglicano por medio de una dosis dependiente, presenté mayor expresion de

la enzima en el grupo 5; obteniendo un promedio de 320.36. (ver figura N.9).

Cuadro 8.- Respuesta del peptidoglicano en la expresién de COX-2 de la

linea celular H9c2.

GRUPO EXPRESION DE COX-2
(concentracion)
PROMEDIO DE

Uno (0.1 pL) 133.6866 59.6442

Dos ((1 pL) 117.1756 74.6898

Tres (5 pL) 214.37 42.5549

Cuatro (10 pL) 247.7433 116.2683

Cinco (15 uL) 320.3633 96.3259

Kruskal-wallis (calculada)= 8.21, gl= 4 (9.48), p<.05

Figura N.9 Respuesta del peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis en la expresion de
COX-2 de lalinea celular H9c2.
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De acuerdo al cuadro 9, el efecto de miricetina en la expresion de COX-2 en la
linea celular H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de Streptococcus
sanguinis, el flavonoide a partir de una dosis dependiente, reguld la expresion de
ésta enzima en el grupo 3; obteniendo un promedio de 98.49. Sin embargo se

obtuvo un menor promedio en el grupo 4 de 58.31. (verfigura N. 10).

Cuadro 9.- Efecto de miricetina en la expresion de COX-2 en la linea celular

H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de Streptococcus

sanguinis.
GRUPO EFECTO DE MIRICETINA
(concentracion)
PROMEDIO DE

Uno (1 uL) 190.326667 73.0132018

Dos (5 uL) 171.8826 125.2749

Tres (10 pL) 98.4936 84.8738
Cuatro (15 pL) 58.3193 32.0130

Kruskal-wallis (calculada)= 7.509, gl= 4 (9.48), p<.05
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Figura 10. Efecto de miricetina en la expresion de COX-2 en lalinea celular H9C2 en la
estimulacién del peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis.
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DISCUSION

En nuestra investigacion, se observo que miricetina tiene un efecto antiinflamatorio
en la linea celular H9c2 en la estimulacién del peptidoglicano obtenido de
Streptococcus sanguinis, dado que, disminuye la fosforilacion de la via de las
MAPKSs cinasas y expresion de COX-2; por medio de una dosis dependiente ya
que al tratar las células a una concentracion de 15 uL del flavonoide se obtuvo
mayor frecuencia con anti-inflamatoria de (16) 88.88% y sin actividad anti-
inflamatoria (2) 11.11% de 18 casos totales que representaron el triplicado de p-

ERK, p-JNK, p-p38 y Cox-2; asi como las sub-unidades de los mismos.

Por otra parte a partir de una concentracion de 5 uL del flavonoide, p-JNK
presenté actividad anti-inflamatoria con un promedio de 63.07 (p54) y 41.59 (p46);
sin embargo a partir de 10uL de miricetina se reguld p-ERK con un promedio de
53.53 (p44) y 67.31 (p42); y a p-p38 con un promedio de 53.59. Este
comportamiento se puede deber a los factores de crecimiento y mitbgenos para
inducir el crecimiento celular y diferenciacion; asi mismo a la interaccion de los
cambios en los niveles de expresion de genes tempranos que se relacionan con la

apoptosis celular.

Por otra parte Kumar et al. (2016), en el Departamento de Ciencias
Farmaceduticas, Sudafrica; reportdé concentraciones de 62.5-125 ug/mL de
miricetina; demostrando su actividad anti-inflamatoria en ensayos in vitro e in vivo;

inhibiendo la secrecion de IL-6 e IL-8, MMP-3; y a 10 uM ERK':, AKT y p38; 4
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Con respecto a la variable peptidoglicano, se encontrdé que el TLR 2 estimula el
PAMP; activando la cascada de cinasas como p38 asociada a la proteina activada
por mitbgenos (MAP), JNK (c- N-terminal kinases) y ERK % (extracelular regulated
Kinase %2); y enzimas (COX-2) 4849, Tal como lo describe Gutiérrez-Venegas G,
et.al (2003), UNAM Facultad de Odontologia: departamento de investigacion y
posgrado, ciudad de México; y Akira, et al., (2006), Instituto de enfermedades
microbianas, Japon; demostrado que TLR 2 reconoce una gran variedad de
PAMP; bacterias gram positivas y gram negativas; detecta lipoproteinas,
peptidoglicanos y &cido lipoteicoico que contienen lipidos, como es el

peptidoglicano. 285275

En el 2015, Zheng G; llevé a cabo un estudio en la linea celular H9c2, simulando
un modelo de sepsis a una concentracion de 20 mg/mL de peptidoglicano; sin
embargo en nuestra investigacion a partir de 0.1 uL con un promedio de 133.6866,
desencadend la expresion activa de COX-2. Tal como lo describe Nunes, et al.,
2013; durante el proceso inflamatorio se activan diversos eventos de sintesis y
liberacién de mediadores pro-inflamatorios; como resultado induce la ruptura de la
membrana epitelial y un dafio tisular; la llave para que se desencadene esta
respuesta inflamatoria es el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras k de
linfocitos B activados (NF-«B), que induce la expresion de genes pro-inflamatorios

y regulacién de la liberacion de citoquinas y quimiocinas. 63 64,
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Es importante enfatizar que las MAPKs cinasas son activadas por factores de
crecimiento, apoptosis, procesos inflamatorios y estrés; estas proteinas
desempefian un papel importante en la transduccion intracelular de sefiales,

permitiendo a la célula integrar diferentes estimulos extracelulares.5% 56

Con respecto a nuestra variable COX-2, se encontr6 que participa en la cascada
de la inflamacion; se obtuvo mayor expresion a partir de una dosis de 15 uL de
peptidoglicano, con un promedio de 320.3633. Asi mismo el pre-tratamiento con
miricetina por medio de una dosis dependiente regula la expresion de COX-2 en
células H9c2 en la estimulacion del peptidoglicano obtenido de Streptococcus
sanguinis; se encontré que disminuye su expresion a partir de 10 uL del flavonoide
con un promedio de 98.4936; éste comportamiento no concuerda con los datos de
Byoung, et al., demostr6 que el pre-tratamiento con miricetina (25, 50 y 100 uM)
disminuye la expresion de COX-2 en RAW264.7 macréfagos; esta diferencia se

puede deber a la diferencia de lineas de investigacion. 68

En resumen, el ligado peptidoglicano al interactuar con el TLR2, activa diversas
vias de sefalizacion; tal como la via de las MAPKs cinasas; asi mismo la
miricetina traspasa la membrana lipidica por difusion; inhibiendo a ERK, JNK y
p38; y la via Ikp. Ademas la activacion de ésta Ultima via promueve la
degradacion de p65/p50; estimulando NF-xB, activacion de COX-2;
desencadenando la respuesta inflamatoria a través de la liberacion de PGE:y el
acido araquiddnico. Asi pues, Gutiérrez-Venegas G, et. al (2006), UNAM

Facultad de Odontologia: departamento de investigacion y posgrado, ciudad de

64



México; reportd que la cascada de fosforilaciones resulta en la estimulacion de
NF-xB, la subsecuente expresion de la ciclooxigenasa-2 (COX2) y liberacion de

prostaglandinas E2. 76 (FiguraN. 11)

Figura N. 11 Efecto de miricetina en la via de las MAPKs y COX-2

TRAMSCRIPCION

*F.D Fuente Directa: Gutiérrez-Venegas G.
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CONCLUSION

En la presente investigacion titulada: Efecto de miricetina en la linea celular H9c2
en la estimulacion del peptiglicano obtenido de Streptococcus Sanguinis, podemos
concluir de acuerdo a los resultados obtenidos que miricetina regula la
fosforilacion por medio de una dosis dependiente la via de las MAPKs y expresion
de COX-2; demostrando que posee propiedades anti-inflamatorias, capaz de
modular la liberacién de mediadores pro-inflamatorios; posible agente terapéutico
de investigaciones futuras en modelos in vivo para que éste flavonoide se use
como tratamiento preventivo de pacientes con periodontitis cronica, disminuyendo

la probabilidad de riesgo para endocarditis infecciosa.
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ANEXO N.1

UNIVERSIAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO N

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA /

CARRERA DE CIRUJANO DENTISTA

RECOLECCION DE DATOS DE WESTER BLOT

Efecto de miricetina en la linea celular H9¢c2 en la estimulacién del

peptidoglicano obtenido de Streptococcus sanguinis.

Instrucciones: Marcar con una X el rubro a evaluar N. de experimento:

e FEfecto de miricetina sobre:

La via MAPKSs cinasas: Expresion de COX-2:

e Respuesta del peptidoglicano:

Expresion de COX-2: Fosforilacion de las MAPKSs:

Instrucciones: llenar la tabla con los datos correspondientes y marcar con una X

los valores menor, igual o mayor a 100.

« Analisis densitométrico

Grupos 1 2 3 4 5 6

Cuantificacion
Menor a 100
Igual a 100

Mayor a 100
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