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1 «~ RESUMEN

Dentro de las enfermedades de mayor prevalencia en México y a nivel mundial se

encuentran las enfermedades bucales. La caries y la enfermedad periodontal son las de
mas alta incidencia, seguidas por las maloclusiones y el cancer bucal. La caries es una
enfermedad bacteriana, irreversible, multifactorial que afecta los tejidos que conforman
al diente. Por otra parte, la enfermedad periodontal afecta los tejidos de soporte del
diente (encia, ligomento periodontal, hueso y cemento), produciendo de forma
progresiva su destruccién, y por ualtimo, el diente pierde su soporte llegando a la
exfoliacion.

La enfermedad periodontal inicia con la gingivitis, que es la inflamacién de la encia
asociada principalmente a una mala higiene bucal entre otros factores. Sigue su curso a
enfermedad periodontal cuando hay pérdida del epitelio de unién, formando asi bolsas
gingivales que sirven como reservorios para multiples microorganismos y finalmente se
presenta una resorcion 6sea progresiva. Las terapias encaminadas para combatir ésta
enfermedad son la adecuada higiene bucal como dnica forma preventiva y como
terapia correctiva, el raspado radicular y las terapias quirdrgicas.

Como se menciondé anteriormente, la enfermedad periodontal principalmente estd
relacionada a microorganismos aunque también influyen enfermedades sistémicas y
factores genéticos. Dentro de los microorganismos, las bacterias ocupan el primer lugar
como factor etiolégico y de éstas se encuentran principalmente relacionadas las Gram-
por contener lipopolisacarido (LPS), toxina que posee gran capacidad antigénica. Las
bacterias Gram+ han provocado controversia, ya que por mucho tiempo no se le confirié
al acido lipoteicoico (LTA) capacidad antigénica. Sin embargo, nuestros experimentos
comprobaron que el LTA obtenido de Streptococcus sanguis, activd los sistemas de
senalizacion intracelular de las MAPKs, Akt, IkRB-NF-kB y la expresion de COX-2 a 15-30
minutos en fibroblastos gingivales humanos.

Los flavonoides son sustancias polifenélicas producto del metabolismo secundario de las
plantas que han ganado a dltimas fechas gran atencién porque han demostrado
mudltiples beneficios en el cuerpo humano entre los que se encuentran propiedades
antiinflamatorias, cardioprotectoras, antioxidantes, antioncogénicas, etc.

La alta prevalencia de la enfermedad periodontal y sus escasas medidas preventivas nos
llevaron a analizar los efectos de 4 flavonoides: luteoling, fisetina, morina y miricetina en
los fibroblastos gingivales humanos inducidos por dacido lipoteicoico. Los resultados
obtenidos de dichos experimentos demostraron que 2 flavonoides, luteolina y miricetina
inhibieron la expresién de COX-2, asi como también la fosforilacion de las MAPKs, Akt y
la troslocacion nuclear de NF-kRB. Sin embargo, es necesario caracterizar mas
profundamente los efectos de luetolina y miricetina en los fibroblastos gingivales
humanos.



2 .~ INTRODUCCION

Entre las enfermedades bucales de mayor prevalencia en México y el mundo se

encuentran en primer lugar la caries y la enfermedad periodontal.' Su alta incidencia a
lo largo de la historia ha dado pauta a investigar su etiologia, y se ha concluido que su
origen, entre wvarios factores, estdn involucrados principalmente microorganismos
residentes de la placa dentobacteriana. La caries dental es una enfermedad
multifactorial, irreversible que causa la desmineralizacién de los érganos dentarios,
promovida por los dcidos producto del metabolismo de bacterias presentes en la placa
dentobacteriana, como estreptococos y lactobacilos.

La enfermedad periodontal a su vez, es la enfermedad inflamatoria que causa
destruccion de los tejidos de soporte del diente (periodonto), el cual estd integrado por:
encia, ligamento periodontal, hueso alveolar y cemento radicular; dando como resultado
la pérdida progresiva de los érganos dentarios. Los estudios clinicos han identificado solo
10 de 15 especies bacterianas que se consideran como posibles patégenos periodontales en
los adultos vy, tres bacterias han sido designadas oficialmente como agentes etiolégicos de
la enfermedad periodontal: Aggregatibacter actinomycetencomitans, Porphyromonas
gingivalis, Tannerella Forsythia entre otros.** Por lo tanto, se trata de una infeccién
bacteriana localizada, donde se desencadenan reacciones inflamatorias caracterizadas
por la liberacién de citocinas proinflamatorias por parte de las células del hospedero, en
presencia de algunos componentes de la pared celular de dichos microorganismos.

Por mucho tiempo se le confiri6 una mayor relaciéon al lipopolisacarido (LPS),
componente de la pared celular de las bacterias Gram-, con las infecciones bacterianas;
aunqgque actualmente se sabe que el LPS por si solo no puede causar dichos trastornos, ya
que requiere de la participaciéon de bacterias Gram+, las cuales poseen dcido lipoteicoico
(LTA).*

Los flavonoides son compuestos polifenélicos productos del metabolismo secundario de los
vegetales constituyentes de la parte no energética de la dieta humana. En principio
fueron considerados sin valor nutricional, aunque dltimamente se han demostrado
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antialérgicos, antivirales, protectores ante
enfermedades cardiovasculares y cancer.>™®

Por lo tanto, los efectos terapéuticos de los flavonoides son inciertos si se piensa como
opcidn terapéutica para enfermedades que afectan los tejidos de la cavidad bucal, por
lo que este trabajo ofrece una propuesta innovadora para discernir los efectos que
puedan tener frente a los tejidos y microorganismos previaomente designados como
factores etiolégicos de la enfermedad periodontal.



3.- ANTECEDENTES

3.1. ENFERMEDAD PERIODONTAL

3.1.1. Definicién

El término enfermedad periodontal, se refiere a un conjunto de enfermedades

inflamatorias que afectan a los tejidos de soporte del diente, encia, hueso, cemento y
ligaomento periodontal. Se considera el resultado del desequilibrio entre la interaccion
inmunolégica del huésped v la flora de la placa dentobacteriana marginal que coloniza
el surco gingival.?

3.1.2. Etiologia

Durante mucho tiempo los textos odontoldgicos recomendaban el cepillado dental como
medida de prevencion contra las enfermedades bucales. Tanto la gingivitis como
periodontitis son procesos inflamatorios debido a una infeccién. El equivocado rol de la
placa dentobacteriana en el desarrollo de estas enfermedades fue establecido al menos
40 anos atrds. La gingivitis es una reaccién inflamatoria reversible debido a la
acumulacién de placa dentobacteriana en el margen gingival, mientras que, la
periodontitis es una inflamacién irreversible y destructiva por lo que, hay una pérdida del
tejido conectivo de soporte (hueso y ligaomento periodontal) y desencadenando la
pérdida de los 6rganos dentarios. Existen evidencias de que la periodontitis precede de
una gingivitis.'®""**

Cabe mencionar que la acumulacién de placa dentobacteriana es necesaria, aunque por
si sola no es capaz de desarrollar enfermedad, y, por lo tanto, es necesaria la
susceptibilidad del hospedero. "

3.1.3. Clasificacién

En una reunién internacional llevada a cabo del 30 de Octubre al 2 de Noviembre de
1999, fue aprobada y publicada una nueva clasificacion de las enfermedades
periodontales y condiciones. Un comité de expertos clinicos e investigadores cientificos,
convocados por la Academia Americana de Periodontologia desarrollaron un sistema de
clasificacion para ordenar las diversas entidades clinicas y patolégicas en torno a la
expresion genérica de enfermedad periodontal. En esta nueva clasificacion resaltan
cambios importantes por adiciones de algunos términos y el reemplazo de otros."

En esta nueva enmienda se contempla una amplia y detallada clasificacion de lesiones y
enfermedades que se desarrollan en la encia y que no solo confinan a las que
tradicionalmente se han asociado a la presencia de placa dentobacteriana. Esta
clasificacion abarca tanto enfermedades gingivales y periodontales, sin embargo, éste
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trabajo de investigacion estd dirigido hacia los procesos bioquimicos presentes en la
periodontitis, por lo que solo incumbe la clasificacién de periodontopatias. * (Tabla 1)

Tabla 1.

PERIODONTOPATIAS

Periodontitis crénica Enfermedades periodontales necrotisantes
. Localizada . Gingivitis ulceronecrosante (PUN)
. Generalizada . Periodontitis necrosante (GUN)

Abscesos en el periodonto
. Absceso periodontal
. Absceso pericoronal

Periodontitis agresiva
. Localizada
. Generalizada
Periodontitis con manifestaciones de enfermedades sistémicas

1 Asociada a enfermedades hematolégicos Deformidades y condiciones del desarrollo adquiridas
a. Neutropenia adquirida 1. Factores localizados al diente que predisponen la
b. Leucemias acumulacién de placa
c¢. Otras

a. Factores de la anatomia dentaria
b.  Resorcién radicular cervical y fisuras cementarias
[ Restauraciones y aparatos dentales

2. Asociada a enfermedades genéticos

a.  Neutropenia ciclica y familiar
b.  Sindrome de Down d.  Fracturas radiculares
c¢.  Sindrome de deficiencia de adherencia de 2. Deformidades mucogingivales y condiciones alrededor del
leucocitos diente
d. Sindrome de Papillion-Lefevre a. Recesién gingival y de tejidos blandos
e.  Sindrome de Chediak-Higashi o Superficies vestibulares y linguales
f. Sindrome de histiocitosis e Interproximal o papilar
dg. Enfermedad de almacenamiento de glucégeno b. Falta de encia queratinizada
h.  Agranulocitosis genética infantil c. Vestibulo poco profundo
i.  Sindrome de Cohen d. Posicién aberrante de frenillo / muscular
j. Sindrome de Ehlers-Danlos (tipo IV y VII) e. Excesos gingivales
k. Hipofosfatasia o Interproximal o papilar
I Otras o Margen gingival inconsistente
- No especifica . Despliegue'gingiva'l e>fcesivo
Periodontitis asociadas con lesiones endodénticas 0 (AT T e LT Vel
f. Coloracién anormal

. Lesién endo-perio
3. Deformidades mucogingivales y condiciones de procesos
edéntulos
a. Deficiencia horizontal / vertical del proceso
b. Falta de tejido gingival queratinizado
c.  Agrandamiento de tejidos blandos/gingivales
d.  Posicién aberrante de frenillo /muscular

4.  Trauma oclusal
. Trauma oclusal primario
. Trauma oclusal secundario




3.1.4 Patogenia

3.1.4.1 Placa dentobacteriana (PDB)

La cavidad oral es un ambiente hiimedo, el cual tiene una temperatura relativamente
constante (34 a 362C) y aunado a un pH neutro, favorece el crecimiento de muchas
colonias bacterianas que la sinergia, pueden llegar a tornarse una flora patégena.'® Con
un pH hacia la neutralidad en la mayoria de sus superficies, es ideal el crecimiento de
una gran variedad de especies.’®

Se le nombra placa dentobacteriona a la acumulacion heterogénea de una comunidad
de bacterias a nivel de la cavidad bucal, depositGndose principalmente en los érganos
dentarios, aunque también se puede encontrar presente en prétesis y mucosa; y se
encuentra ampliamente relacionada con la aparicion de las enfermedades bucales tales
como caries, gingivitis y periodontitis."” Los microorganismos que componen la placa
dentobacteriana estén conformados por més de 500 diferentes tipos de bacterias que se
agrupan en 22 géneros. De acuerdo con su localizacién se ha clasificado como placa
supragingival y subgingival.

La cavidad bucal es estéril en el momento del nacimiento, después de las primeras 6 a 10
horas se establece una flora microbiana compuesta principalmente por organismos
aerobios, y posteriormente entre los primeros 10 dias se establecen los microorganismos
anaerobios. Realizando calculos mediante microscopia se han encontrado alrededor de
43 millones a 5500 millones de microorganismos por mililitro de saliva. Y asi mismo,
ademas de bacterias, se han encontrado hongos Candlida, Cryptococcus y Saccharomyces
y protozoos como Entamoeba gingivalis y Tricomonas tenax. En algunos casos, en la
cavidad bucal se han encontrado algunos virus.”

Las investigaciones sobre el desarrollo de placa demostraron que las bacterias bucales
pueden colonizar superficies duras y tejidos blandos. Las caracteristicas fisicas y
morfoldgicas de dichas superficies crean diferentes ecosistemas o nichos con diferentes
perfiles bacterianos; esos nichos, son el resultado de un equilibrio dindmico que existe
entre las fuerzas de adhesién de los microorganismos, la deglucién y las fuerzas de la
masticacién, la saliva y liquido crevicular y las medidas de higiene.'™

La formacion de la placa dentobacteriana inicia con la adsorcion en la superficie del
diente de una pelicula formada por el depédsito de glicoproteinas salivales que se forma
inmediatamente después de la erupcion del diente y del cepillado dental (Pelicula
Adquirida), y es seguida por el transporte pasivo de bacterias mediada por fuerzas de
atraccion débiles, pero los puentes de hidrogeno y enlaces covalentes forman una unién
fuerte, iniciando asi, un ataque irreversible. *®2° Los primeros colonizadores forman una
biopelicula por autoagregacion y coagregacién, desarrollondo entonces, un
microambiente que parte en su parte mas externa de aerobios capnéfilos, anaerobios
facultativos y posteriormente culmina su organizacién con anaerobios estrictos. Es en este
nivel de organizacién, donde se considera patégena a la PDB.**



3.1.4.1.1 Propiedades de la placa dentobacteriana

3.1.4.1.1.1 Comunicacién célula-célula.

Importante caracteristica observada dnicamente en las bacterias de la placa
dentobacteriana es la deteccién del quérum o densidad celular mediada por genes. Es
mediada por 2 componentes conocidos como autoinductor 1y 2. Las bacterias Gram- y
Gram+ secretan autoinductor-2, el cual, es codificado por el gen /uxS, ** como es el caso

de Streptococcus gordinii, que gracias la proteina autoinductora 2 hay sobreexpresion de
genes para sspA y sspB que a su vez, codifican para una proteina que proporciona un
sitio de unién importante para las fimbrias de Porphyromonas gingivalis, y por lo tanto,
Porphyromonas gingivalis, un colonizador secundario, es capaz de unirse
preferencialmente en presencia de S gordonii, un colonizador primario. 2**¢

El proceso de comunicacion célula-célula es importante ya que de ésta forma la bacteria
contrala la expresion génica en respuesta a la densidad celular, que es mediada a traveés
de la sintesis, liberacion y deteccion de moléculas de sefalizacion pequenas denominas
autoinductores al medio ambiente. Hasta hace algunos estudios la densidad celular
estaba limitada a especies especificas en las que participan lactonas acilhomoserina
(Gram-negativas) o oligopéptidos (Gram positivas) y que se utilizan como
autoinductores tipo 1. Cada cepa bacteriana produce un Gnico o combinacién de
autoinductores junto con el receptor de reconocimiento, lo que restringe la comunicacién
entre la misma especie bacteriana. El mecanismo alternativo de comunicacién entre
diferentes especies se produce a través de los autoinductores tipo 2. Por lo que luxS tiene
funciones duales como en la detoxicificacién y en la produccién del autoinductor tipo 2.

3.1.4.1.1.2 Transferencia de genes.

Las bacterias en la biopelicula se comunican a través de la transferencia horizontal de
genes. En S mutans, la deteccion del quérum es mediada por la estimulacion
competitiva peptidica. El sistema de sefalizacion genético de competencia estimulacion
peptidica (comD, comC, comE, comX) es responsable de mudiltiples funciones, tales como
la formacién de placa, competencia (habilidad para aceptar DNA fordneo) y tolerancia
Gcida. 72

3.1.4.1.1.3 Resistencia antimicrobiana.

La placa provee un ambiente protegido contra agentes antimicrobianos, actuando como
barrera de difusion debido a la presencia de enzimas neutralizantes (f-lactamasa y IgA
proteasa) y a una matriz resistente a la difusion.® Las bacterias en la pelicula pueden
desarrollar resistencia a los antibiéticos por la transferencia horizontal de genes y por
consiguiente, mutaciones, como ocurre con la penicilina y tetraciclina, debido a la
transferencia de pldsmidos.?®”*' Posteriormente, las bacterias tiene un lento ritmo de



divisién celular y por lo tanto, no ser tanto susceptibles a los antibiéticos como la division
activa de las células del plancton.

3.1.5 Microorganismos periodontopatégenos

3.1.5.1 Factores de virulencia

Los factores de virulencia pueden ser esenciales para la colonizaciéon del hospedero o
pueden ser realmente antigenos capaces de causar una respuesta inmune por parte del
hospedero y pueden ser expresados de manera diferente en respuesta al medio.
Aggregatibacter actinomycetencomitans, por ejemplo, produce leucotoxina capaz de
causar apoptosis a los leucocitos, primera linea de defensa contra la agresiéon bacteriana
y debido a que los organismos se desarrollan éptimamente a un pH de 7.0 a 8.0, se
sugiere que las cepas mas virulentas de Aggregatibacter actinomycetencomitans estdn
presentes en la superficie de la placa subgingival. ** Del mismo modo, Porphyromonas
gingivalis muestra un crecimiento méaximo y actividad proteolitica a pH de 7.0-8.0,
aunado a un exceso de hemina, por lo que se sugiere que se vuelve mas virulenta en un
surco inflamado.?® Algunos factores de virulencia asociados con microorganismos

periodontopatdgenos se muestran en la Tabla 2.

Aunque no hay pruebas convincentes de que las bacterias y sus productos
representan un reto para el sistema de defensa del huésped, no son los Gnicos elementos
que producen los cambios observados en la enfermedad periodontal. Henderson y cols.
propuso que las modulinas bacterianas son las responsables de la inmunomodulacién en
las células del hospedero. Lo que es evidente es que los factores de virulencia de
diferentes tipos bacterianos pueden causar dano tisular directo; sin embargo, la
activacion de las células del huésped mediante la liberacion de citocinas inflamatorias y
otros mediadores contribuyen a causar dario tisular de manera indirecta.®



Tabla 2. FACTORES DE VIRULENCIA BACTERIANA Y EFECTOS

Factor

Lipopolisacarido

Proteinas de shock
térmico

Enzimas
proteoliticas
extracelulares

Fimbrias

Proteinas
extramembranales

Leucotoxina

Flagelo

Capsula

Productor

Bacterias Gram- como:
Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Treponema denticola,
Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia,
Porphyromonas
gingivalis, Campylobacter
rectus, Fusobacterium
nucleatum, Streptococcus
mutans, Prevotella

spp, Capnocytophaga spp

Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans,

Treponema denticola

Porphyromonas gingivalis

Efectos sobre las células del

0
o

huésped

Incrementa citocinas derivadas de
PMN’s, macréfagos y fibroblastos
Induce la secrecion de 6xido nitrico en
macréfagos

Incrementa la diferenciacién de
precursores de osteoclastos

Activa osteoclastos y provee su
supervivencia

Estimula la proliferacién de células T-
helper

Induce la proliferacién de células
epiteliales gingivales en dosis bajas
Actividad osteoclastica

Proliferacién epitelial del Ligamento
periodontal

Mimetismo molecular entre bacterias y
proteinas de shock térmico seguido de
respuesta autoinmune

Degrada fibrinégeno, fibronectina,
albdmina y laminina

Hidroliza colagena IV, IgG e IgA

Importante en la colonizacion

Rol en la invasion hacia las células del
huésped

Mejora la respuesta de inmunidad innata
por citocinas

Suprime la proliferacién de linfocitos T y
B

Suprime la proliferacién de fibroblastos,
monocitos y osteoblastos

Promueve la apoptosis de linfocitos T,
NK, y PMN’s

Altas concentraciones causan muerte
celular por necrosis

Rol en la adherencia debido a la unién
con fibronectina

Incrementa la resistencia a la fagocitosis

por PMN’s

Inhibe el ataque a los fibroblastos en
superficie radicular




3.1.5.2 Microorganismos especificos asociados con salud y enfermedad periodontal

Las diferentes enfermedades periodontales tienen Gnicos perfiles de asociacion
bacteriana (tabla 3). Esta caracteristica y el hecho de que la enfermedad de se presenta
en ocasiones esporadicas en la boca, fortalece la evidencia de la funcién de
microorganismos especificos en la etiologia de la enfermedad y su progresion.

Tabla 3 Microorganismos periodontales en salud y enfermedad

Condicién

s$alud periodontal

Periodontitis crénica

Periodontitis agresiva

Absceso periodontal

Microorganismos asociados

Anaerobios Gram+
o Atopobium rimae
Facultativos Gram*
° Streptococcus sanguis
e Streptococcus mitis
Anaerobios Gram-
e Bacteroides sp oral clone BUO63
° Veillonella spp
o  Gemella spp
. Capnocytophaga spp

Anaerobios Gram+

° Peptostreptococcus micros
Anaerobios Gram-

e Porphyromonas gingivalis

. Tannerella forsythia

e  Prevotella intermedia

e Campylobacter rectus

o Fikenella corrodens

e Fusobacterium nucleatum

o  Aggregatibacter

actinomycetemcomitans

. Treponema spp

e Filifactor alocis

o Megasphaera sp oral clone BB166

o  Megasphaera sp oral clone BB166

o Deferribacteres sp oral clone BHO17

o Desulfobulbus sp oral clone ROO4

e Bacteroides sp oral clone AUI26
Anaerobios Gram-

e  Aggregatibacter
actinomycetemcomitans

e Porphyromonas gingivalis

o  Campylobacter rectus

o Fikenella corrodens

e Propionibacterium acnés

e Capnocytophaga spp
Anaerobios Gram+

o Peptostreptococcus micros
Anaerobios Gram-

e Fusobacterium nucleatum



Prevotella intermedia

3.1.6 Rol de la susceptibilidad del huésped en el desarrollo de Enfermedad Periodontal

Como se mencioné antes, la PDB es necesaria pero no suficiente para desarrollar
periodontitis, por lo que es necesaria la susceptibilidad del huésped. Amplia evidencia de
dicha susceptibilidad varia considerable entre individuos, ya que aproximadamente el
10% de los individuos son altamente susceptibles y el 10% son altamente resistentes. Esta
diferencia ha sido atribuida principalmente a factores genéticos; esto se demostré en un
estudio con gemelos donde se determindé que el riesgo para periodontitis crénica es
alrededor del 50 %. *2® No se han demostrado actualmente los genes implicados,
aunque el marcador genético especifico LI-1 se ha asociado con una mayor
susceptibilidad a la periodontitis en algunas poblaciones; aunque existen enfermedades
en las cuales se encuentran principalmente trastornos de tipo inmunolégico (Tabla 4). 3

Tabla 4 ENFERMEDADES GENETICAS ASOCIADAS A PERIODONTITIS

Enfermedad Gen implicado Proteina afectada
Deficiencia en la adhesién de ITGB2 Integrina, 3-2
leucocitos
$indrome de Chédiak-Higashi LYST Regulador de trafico lisosomal
Sindrome de Papillon-Lefévre CTSC Catepsina C
Neutropenia ciclica ELA2 Elastasa neutrofilica
Neutropenia congénita severa ELA2 Elastasa neutrofilica
$indrome de Cohen COH1 COH1

10



3.1.7 Toxinas bacterianas.

Las infecciones bacterianas se caracterizan por las reacciones inflamatorias del
hospedero a los agentes patégenos, esto es, debido a la secrecion de citocinas
proinflamatorias por parte del hospedero ante componentes de la pared celular de las
bacterias como el Lipopolisacdrido (LPS) 6 el Acido Lipoteicoico (LTA).

3.1.7.1 Acidos teicoicos.

Los acidos teicoicos se detectaron en 1958 por Baddiley y cols. mientras investigaban el
papel de las moléculas de difosfato-glicerol (CDP-glicerol) y citidina difosfato-robitol
(CDP-robitol), presentes en las bacterias Gram+. El grupo de dcidos teicoicos se diferencidé
vy denomino dcidos teicoicos intracelulares por que se extraian de bacterias sin pared
celular. Posteriormente los acidos teicoicos se detectaron en la membrana
citoplasmatica y se renombraron como dcidos teicoicos de membrana. Un tercer cambio
surgid cuando se detectaron complejos de dcidos teicoicos y se describieron como
compuestos anfifilicos en donde la estructura de poliglicerol-fosfato se une de forma
covalente a los lipidos de la membrana por unién fosfodiéster. De ésta manera se
caracterizaron a los dcidos lipoteicoicos como moléculas anfifilicas ancladas a la
membrana citoplasmatica por interacciones hidrofébicas mientras que los écidos teicoicos
son moléculas que estdn unidas al peptidoglucano de la pared celular.?

Por mucho tiempo de se le confiri6 una mayor relacién al LPS como antigeno, sin
embargo, se ha observado que el LTA juega un papel igual o mayormente importante
en desencadenar la respuesta antigénica.
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3.2. ACIDO LIPOTEICOICO

Muchas bacterias Gram+ contienen tanto dcidos teicoicos como acido lipoteicoico, pero
éste dltimo predomina y su biosintesis es menos dependiente de las condiciones de
crecimiento bacteriano en comparacion con los Gcidos teicoicos.

El LTA es una molécula anfifilica anclada al citoplasma de membranas de bacterias
Gram+ mediante interacciones hidrofébicas y se creé que es la contraparte del
lipopolisacdrido, componente de las bacterias Gram-. El LTA es un polimero de glicerol
fosfato que contiene azdcar y 2 grupos acilo, éstos (ltimos le confieren la capacidad de
anclarse a la membrana celular. Las estructuras del LTA, propuesta por Fisher y cols. no

son uniformes, debido a que encontraron diferencias entre diferentes bacterias Gram+.
38,39

3.2.1 Funciones.

Como posibles funciones del LTA se ha propuesto que regula la funcién de autolisinas,
propiedad que le es conferida por su capacidad anfifilica ya que se pierde al tratamiento
con detergentes. Otra caracteristica es su naturaleza polianidnica que le permita tener
un papel clave en el mantenimiento del balance catién divalente sobre la superficie
celular, mediante una interaccién de intercambio idnico.

Un posible papel de LTA g comparte con los lipoglucanos, es que participan como
mediadores de interacciones célula-célula, célula-sustrato y la consecuente virulencia de
la bacteria. También se ha identificado como el responsable de la hidrofobicidad de la
superficie en los Streptococcus del grupo A, en los cudles participa en la adherencia de la
bacteria a la fibronectina en la superficie de células epiteliales.

3.2.2. Efectos del LTA

Cuando las células reconocen al LTA a través de sus 2 receptores CD14 y Receptor tipo
Toll-2 (TLR-2) se inducen la activacion de mecanismos de transduccion y secrecion de
citocinas como la interleucina 1 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6), el factor de necrosis
tumoral-a. (TNF-a);* asi como también induce la produccién de éxido nitrico derivado

40-42 roduccién de factor de crecimiento hepético en

de macréfagos y monocitos,
HGF",*® y actividades antitumorales.*® Sin embargo, se observé que el LTA de S aureus
antagoniza la actividad del LPS,*® por lo que no todos los LTA de diferentes bacterias

Gram+ tienen la misma capacidad antigénica.
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Por otra parte, cuando el LTA es desacilado, pierde su capacidad de estimular a
monocitos, lo que demuestra que el componente lipidico es el que le confiere su actividad
biolégica. El LTA activa también las vias del complemento clésica y alterna. En
estudios en vivo, el LTA actla en sinergia con el peptidoglucano para causar falla en
oérganos de ratas y protege contra el dano por isquemia y la reperfusién del corazén y
riflones.

Recientemente se demostré que la aplicacién nasal de LTA provoca la infiltracién de
neutrofilos en los pulmones, lo que sugiere que el LTA comparte con muchas propiedades
con el LPS; aunque hay estudios que muestran que algunas preparaciones comerciales
contiene concentraciones significativas de LPS y de otros compuestos de LTA que podrian
inducir respuestas antigénicas.**4¢
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3.3. INMUNIDAD INNATA

Los organismos superiores disponen de diferentes mecanismos de defensa contra las
infecciones. Aunque son muy variados, pueden agruparse en 2 grandes grupos:
inmunidad innata e inmunidad adaptativa. En el primer grupo se incluyen todos
aquellos que lo hacen mediante moléculas que son codificadas por genes presentes en la
linea germinal, constituyendo la inmunidad innata, y estdn presentes constitutivamente
en todos los sujetos normales.

La inmunidad innata o natural, constituye la primera linea de defensa contra la
infeccion. En un inicio, cuando se hablaba de inmunidad innata se hacia referencia a
barreras anatémicas, por su papel fisico en su defensa contra la infeccién, vy a
determinadas secreciones (clorhidropéptica, manto acido, mucinas, lisozima, lactoferrina
y lipidos antibacterianos) que contribuyen por su accién quimica a la protecciéon de
mucosas, asi como el sistema complemento y a las células fagociticas. Sin embargo, la
vision acerca de la inmunidad innata ha cambiado a medida que los conocimientos han
aumentado.*”

La inmunidad innata se basa en un variado conjunto de elementos celulares y
humorales. En cierta medida, prdacticamente todos los tejidos del organismo estdn
implicados en ella, aunque muy especialmente los mas expuestos a la agresion
microbiana, como la piel y las mucosas, asi como las células fagociticas mieloides.

Filogenéticamente, es la parte mas antigua del sistema inmunitario y el Gnico sistema
defensivo con que cuentan los animales inferiores y las plantas. Los procedimientos ya
presentes en organismos unicelulares se han conservado a lo largo de la evolucién, ya sea
con variaciones, y lo mismo ocurre con los propios de organismos pluricelulares y de los
primeros vertebrados. Finalmente, se ha visto que los sofisticados sistemas de inmunidad
adaptativa propios de los mamiferos estdn bajo control de estos otros elementos mas
basicos y primitivos; podria decirse que, en la orquesta del sistema inmune, la inmunidad
innata no sélo aporta gran niimero de masicos, ademés lleva la batuta.*®

Las funciones principales del sistema inmune innato incluyen.

¢ Reclutamiento de células inmunes hacia los sitios de infeccion y de inflamacién,
mediante la proteccién de factores quimicos, incluyendo a las citocinas.

e Activacién de la cascada del sistema complemento para identificar bacterias,
activar las células y promover el aclaramiento de las células muertas o de los
complejos de anticuerpos.

¢ La identificacién y remocion de sustancias extrafias presentes en érganos, tejidos,
sangre y linfa a cargo de los leucocitos

e La activacion del sistema inmune adaptativo mediante un proceso conocido
como la presentacién de antigeno.
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3.3.1 Receptores tipo Toll (TLRs).

El sistema inmunitario innato es capaz de reconocer estructuras de patégenos y es capaz
de diferenciar entre elementos propios y extranos, reconociendo determinadas secuencias
moleculares y reaccionando en consecuencia. Los microorganismos tienen patrones
moleculares que les son propios, es decir, conjuntos de moléculas que les caracterizan.
Ello ocurre con los peptidoglucanos de la pared celular de la bacterias Gram + o con el
LPS de las Gram-. A estos patrones moleculares asociados a patégenos se les conoce
como PAMPs (patogen associated molecular patterns) y se corresponden receptores de
reconocimiento del patrén (PRRs). Entre ellos destacan los receptores tipo Toll y los
receptores NOD. El primer receptor de la familia Toll fue descrito por Drosophila,
estudiando la polaridad del embrién, descubriéndose mas tarde su implicacién en la
defensa contra infecciones. Receptores homologos a los Toll (TLR 7o/l like receptors)
estdn presentes en numerosos tipos de células, especialmente en células epiteliales,
mononucleares, macréfagos tisulares y otros fagociticos. Actualmente se han descrito al
menos 13 diferentes TLRs en humanos, cada uno con reactividad distinta. (Tabla 5)*°

Tabla 5 Clasificacién y ligandos que reconocen a los diferentes tipos de receptores
semejantes a Toll

RECEPTOR LIGANDOS$
TLR1 Lipoproteina de 19 KDa de micobacterias, lipopéptidos triacilados
TLR2 Peptidoglicanos, lipoproteinas bacterianas, zymosan de paredes fingicas, LTA

TLR3 RNA viral de doble cadena

TLR4 Lipopolisacaridos, A. lipoteicoico

TLR5 Flagelina

TLR6 Peptidoglicanos, lipopéptido de micoplasmas
TLR7 Compuestos imidazoquindlicos

TLRS Compuestos imidazoquindlicos

TLR9 Fragmentos de CpG DNAno metilado
TLR1O No identificado

TLR1 Uropatégenos

TLR12 No identificado

TLR13 No identificado
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En su conjunto, su activacién desencadena diferentes acciones, incluyendo elaboracién y
liberacion de péptidos antimicrobianos, sintesis y liberacion de TNF e interferones,
quimiocinas y otras interleucinas, sintesis de proteinas antivirales, activacién de fagocitos
v regulaciéon de quimiotaxis. Las células presentadoras de antigeno y las células
dendriticas son esenciales para la expansion clonal de los linfocitos T y B y entre otros
muchos receptores expresan también TLRs; la sefializaciéon via éstos receptores ocasiona
maduracién de las células y la expresion de moléculas coadyuvantes necesarias para la
presentacién de antigenos a los linfocitos T y para la expansion clonal de los linfocitos T y
B. Se ha comprobado que la delecion de los TLRs desencadena una grave insuficiencia en
la respuesta inmune adaptativa. Debida a la homologia del TLR con el receptor de
interleucina 1 (RIL-1) y a la conservacion de los canales de sefalizacion en ambos
sistemas. *°

Como se observo anteriormente, los TLR 2 reconocen una gran variedad de componentes
microbianos entre los que se encuentran las lipoproteinas y lipopéptidos de wvarios
patdgenos, peptidoglicano, lipoarabinomanano de micobacteria vy glucolipidos de
Treponema maltophilumy acido lipoteicoico de bacterias Gram+. Se ha demostrado que
forma heterodimeros con otros TLR como el TLR1 y el TLR6, los cudles estructuralmente
estan relacionados con TLR2. Otras observaciones muestran también que los dominios
citoplasmaticos de diferentes TLR so son funcionalmente equivalentes, lo que sugiere que
la capacidad de tipos celulares especificos para responder a bacterias Gram+ no esta
definida solomente por la expresion de TLR2. LA expresion diferencial vy la
heterodimerizacion entre los receptores TLR incrementa el repertorio de respuestas
celulares que puedan activarse por diversos estimulos infecciosos, y es posible que esta sea
la base para las respuestas celulares especificas."

Se ha demostrado también que la transfecciéon de TLR en células CHO y HEK293, les
confiere habilidad para activar al factor NF-kB en respuesta al tratamiento con LTA. Sin
embargo, en estudio realizado en macréfagos peritoneales deficientes en TLR2 y TLR4,
en respuesta al LTA, las células deficientes en TLR2 no sintetizaron TNF-o. mientras que
las deficientes de TLR4 sintetizaron grandes cantidades de TNF-a.. Por lo que se concluyd
que el TLR2 reconocia LTA.%*

En las células humanas el TLR2 se expresa predominantemente en monocitos,
macréfagos, neutréfilos, células T y B. Sin embargo otros tipos de células sintetizan RNA
mensajero para TLR2 y otros tipos de TLRs. La expresion y eficacia de los TLR para la
activacion de sefales de transduccion es regulada por MD-1y MD-2 Los péptidoglucanos
también se asocian a CD14 y cuando se bloquea éste receptor se inhibe la sefalizacion
inducida por LTA a lo que sugiere que CD14 ademas de producir respuestas a LPS,
también reconoce LTA®?
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3.3.2 Mecanismo de transduccién del LTA.

Entre las vias de trasduccidon del LTA se encuentran las proteinas cinasas activadas por
mitégeno (MAPKSs) vy la via de fosfatidilinositol-3 cinasa gamma (PI3Ky).

Una vez que el LTA se une a su receptor TLR2 se activa la fosfatidilcolina-fofolipasa C
(PC-PLC) para inducir la activacion de PKC, simultGneamente ocurre la activaciéon de
cinasa de residuos de tirosina.  Estos efectos resultan necesarios para la consecuente
fosforilacion de las MAPK p44/p42 y p38. La cascada de fosforilaciones descrita resulta
en la estimulacion de NF-kB y la subsecuente expresion de COX-2 y liberacion de
prostaglandina E,. Se ha demostrado recientemente que utilizando un inhibidor
especifico de MAPK/p38 (SB 203580) se interrumpe en la expresion de iNOS y la
liberacion de éxido nitrico (NO) cuando se trata con LTA en la linea celular de
macréfagos RAW 264.7, lo que sugiere que la via de transduccién de las MAPK/p38 se
encuentra involucrada también en la produccion de nitritos.

También se ha demostrado que PI3Ky se activa por receptores acoplados a proteinas G
durante procesos inflamatorios. Neutrofilos de ratén deficientes de PI3Ky muestran
isquemia, reduccidon en migracion y peritonitis. Asi mismo, se muestra una reduccién en
la translocacién de NF-kB y en la sintesis de TNF-a e IL-1B. Estos estudios sugieren que
PI3Ky juega un importante papel en la activacién de neutréfilos.

Después del reconocimiento entre TLR2 y el LTA se produce un amplio espectro de
senales intracelulares como la activacién de la familia de las MAPK, de la proteina cinasa
B (PKB) y de la cinasa del inhibidor kB (IKK). El incremento en la actividad de estas
cinasas consecuentemente activa a diversos factores de transcripcion como NF-kB, factor
de respuesta de transcripcion (ATF), factor de respuesta a suero (SRF), proteina
semejante a Ets (ELK), proteina de unién y aumento de CCAAT (C/EBP) y la proteina de
fijacion del elemento de respuesta a AMP ciclico (CREB). El primer evento que inicia la
cascada de transduccion consiste en la co-localizacién y agrupamiento de receptores y la
generacion de senales primarias de transduccién en la membrana plasmatica.

La sefalizacion mediada por AMP ciclico inhibe la activacién de la cinasa de respuesta
extracelular (ERK), p38, MAPK y JNK en macréfagos peritoneales y también inhibe la
expresién de TNF-o, NF-kB y la expresién de iNOS en células de kupffer y monocitos.®*

En respuesta al tratamiento con Streptococcus B, los receptores TLR2, TLR6 y CD14 se
agrupan en la primera molécula intracelular reclutada por el complejo es el factor de
diferenciacion mieloide (MyD88) el cudl recluta y activa a la cinasa asociada al receptor
de interleucina 1 (IRAK). IRAK forma multimeros que se fosforilan y reclutan en grandes
complejos consistentes en el factor activado por el receptor a TNF (TNF/TRAF6), cinasa
activadora del factor de crecimiento transformante b-1 TAK1 (TAB1) y TAB2.
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IRAK 4 fosforila a IRAKI, esta fosforilacion es indispensable para la activacion de
transduccién de seriales, en contraposicion, recientemente se ha descrito que la forma
IRAK-M como inhibidor. Asi mismo, la activacion de TAK1 promueve su liberaciéon del
complejo y de esta forma activa a IKKb y a la MAP cinasa 6 (MKK6). La cinasa
inductora de NF-kB (NIK) se requieres para la activacion de la cinasa de IkB (IKK) que
promueve la fosforilacion, ubiquitinacion y degradacion el proteosoma 26S de IkB vy la
translocacién de NF-kB al nicleo. Al proteina cinasa MAP-3 (MKKJ3) es responsable de
la activacién de las MAPK, p38 vy la cinasa terminal N-JUN (JNK). En presencia de la
proteina adaptadora denominada intermediario conservado evolutivo de la via Toll
(ECSIT) vy MEK cinasa (1/MKK1), TRAF6 puede activar a ERK 14, sin embargo, ERK1/2
también puede activarse por un mecanismo independiente de TRAF6, que involucra a la
forma atipica de PKC la PKC{ que estd asociada a la acumulacién de acido fosfatidico,
lo que conlleva a la activacion de ERK.

Finalmente se ha demostrado también la activacion de la fosfatidilinositol-3 cinasa
(PI3K) de manera dependiente de PKB lo que conduce a la activacion de NF-kB.
Diversos reportes sefialan que las células de Kupffer producen IL-6 y TNF-o durante el
trauma, éstas células también sintetizan citocinas antiinflamatorias como IL-10 en
respuesta al tratamiento con LTA. LA cinasa PKB que esta activada a través de la via
de PI3K, asi como la actividad de JAK-2, estan involucradas en la expresion de IL-6 e IL-
10, mientras que las cinasas de la familia Src participan en la expresion de TNF-o.
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3.4. FLAVONOIDES

Las plantas mediante el proceso de la fotosintesis producen las sustancias necesarias para
todos los ciclos vitales de la naturaleza. Mediante intrincados y cada vez méas conocidos
mecanismos bioquimicos se constituyen en verdaderas factorias quimicas de
carbohidratos, proteinas, grasas, vitaminas y oligoelementos como el hierro y el
magnesio; y adicionalmente mantienen la atmésfera rica en oxigeno y deficiente en
diéxido de carbono, permitiéndonos respirar.

Pero ademas de producir sustancias como los carbohidratos, las proteinas y las grasas,
que los investigadores han denominado metabolitos primarios, dado que se encuentran
en prdcticamente todas las formas de vida y cumplen funciones bésicas para la misma,
existen otras que no se encuentran tan distribuidas y que se hallan restringidas solo a
ciertas especies, géneros o familias como son los alcaloides, las saponinas esteroides, los
aceites esenciales, los terpenoides, etc., a los cuales se les denomina metabolitos
secundarios. Dentro de este dltimo grupo estédn los flavonoides, unas sustancias
bautizadas asi porque las primeras que se lograron aislar eran de color amarillo, pero
que como mds adelante veremos las hay incoloras 6 con otros colores diferentes del
amarillo como son el rojo, el violeta y el azul.

Los flavonoides son un grupo de sustancias vegetales polifendlicas de bajo peso molecular
que fueron descubiertas por el premio Nobel en Bioquimica Dr. Albert Szent-Gyorgi,
quién en 1930 aislé6 de una cascara de limén una sustancia, la citrina, y la denominé
como “vitamina P” por que regulaba la permeabilidad de los capilares; también
favorecen la funcién de la vitamina C, mejorando su absorcién y protegiéndola de la
oxidacién.>®

3.4.1 Estructura quimica

Los flavonoides son compuestos de bajo peso molecular que comparten un esqueleto
com(n de difenilpiranos (C6-C3-C6), compuesto por dos anillos de fenilos (A y B) ligados
a través de un anillo C de pirano (heterociclico). Los Gtomos de carbono en los anillos C y
A se numeran del 2 al 8, y los del anillo B desde el 2' al 612 (fig. 1). La actividad de los
flavonoides como antioxidantes depende de las propiedades redox de sus grupos
hidroxifendlicos y de la relacién estructural entre las diferentes partes de la estructura
quimica. Esta estructura bdsica permite una multitud de patrones de sustitucion y
variaciones en el anillo C.

En funcién de sus caracteristicas estructurales se pueden clasificar en:

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

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

3. Flavonas, como la diosmetina, que poseen un grupo carbonilo en posiciéon 4 del anillo
C y carecen del grupo hidroxilo en posicién C3.
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4. Antocianidinas, que tienen unido el grupo -OH en posicion 3 pero ademds poseen un
doble enlace entre los carbonos 3 y 4 del anillo C.

Tres caracteristicas estructurales son importantes para su funcion:
a) La presencia en el anillo B de la estructura catecol u O-dihidroxil
b) La presencia de un doble enlace en posicién 2,3

c) La presencia de grupos hidroxilo en posicién 3 y 514.

A los flavonoles y las flavonas se unen azdcares, preferentemente a la posicion C3 y con
menor frecuencia al C7 del anillo A, de forma que estos compuestos se encuentran
cominmente como O-glicésidos, siendo la D-glucosa el residuo azdcar mas frecuente.
Otros residuos de azticares son la D-galactosa, la L-ramnosa, la L-arabinosa, la D-xilosa,
asi como el acido D-glucurénico. La parte sin azdcares de la molécula flavonoide se
llama aglicona. Los glicdésidos son mas solubles en agua y menos reactivos frente a
radicales libres que su aglicona o flavonoide respectivo.

3.4.2 Biogénesis

Como se menciond antes los flavonoides son metabolitos secundarios vegetales de origen
biosintético mixto: el anillo A proviene de la ruta de la malonilcoenzima A y el anillo By
la cadena C3 provienen de la ruta del dcido shikimico. Un tricétido se cicliza y se
condensa con una molécula de dcido p-cumadrico. La enolizacion del ciclo proveniente de
la ruta de la malonilCoA da origen al anillo aromético A en las chalconas y flavanonas.
Estas a su vez son los precursores de las demas clases de flavonoides.

Es importante recalcar que este proceso de biosintesis sustenta el hecho de que en la
mayoria de flavonoides el anillo A sea meta-oxigenado, es decir como es caracteristico de
los anillos arométicos originados por la via de la malonilCoA; y por otro lado, el anillo B
proveniente de la ruta del acido shikimico, generalmente es orfo-oxigenado. Para el
caso de la biogénesis de los isoflavonoides tales como las isoflavonas, pterocarpanos y
rotenoides, los experimentos realizados por diversos investigadores sugieren que hay un
proceso de migracion 2,3. Por ejemplo se ha demostrado que la (25)-naringenina (una
flavanona) es convertida por una isoflavonasintasa de la soya (Ghcine max) en
genisteina (una isoflavona).”

3.4.3 Absorcién y metabolismo

El metabolismo de los flavonoides es intenso y una parte importante se excretan por la
orina. La transformacién de los flavonoides tiene lugar en dos localizaciones: en primer
lugar en el higado, por medio de reacciones de biotransformacién de fase | en las que se
introducen o exponen grupos polares; en segundo lugar en el colon mediante reacciones
de biotransformacién de fase Il, en las que los microorganismos degradan los flavonoides
no absorbidos. La conjugacién con el acido glucurénico, sulfatos, o glicina, parecen tener
lugar tanto para los flavonoides como para sus metabolitos procedentes del colon.
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Los conjugados, solubles en agua, pueden excretarse por la orina. Para evaluar los
efectos bioldgicos de los flavonoides, asi como de cualquier fGrmaco o componente
alimenticio, uno de los mas importantes aspectos es la biodisponibilidad, en la que
influyen factores tales como estructura quimica, absorcién, distribucién y eliminacién.®®

3.4.4 Propiedades

Sin saberlo la humanidad ha consumido casi a diario esta clase de sustancias, pero como
muchas otras que son conocidas para los cientificos permanecen desconocidas para el
ciudadano comidn. Debido al auge de la medicina alternativa, la ciencia se da a la
tarea de investigar los componentes de algunas plantas que se utilizan en la medicina
tradicional, y a los flavonoides se les han atribuido diferentes propiedades como:

» Propiedades anticancerosas: muchos han demostrado ser tremendamente

eficaces en el tratamiento del cdncer. En recientes anos los flavonoides y sus andlogos
sintéticos han sido investigados in el tratamiento de cancer ovérico, mama, cervico-
uterino, pancredtico y prostdtico.*®

 Propiedades cardioténicas: tienen un efecto ténico sobre el corazén, potenciando
el masculo cardiaco y mejorando la circulacion. Atribuidas fundamentalmente al
flavonoide quercetina aunque aparece en menor intensidad en otros como

la genisteina y la luteolina. Se ha estudiado que los flavonoides reducen el riesgo de
enfermedades cardiacas.®®¢*

» Antiinflamatorios y analgésicos: Unas de las propiedades mas estudiadas son las

antiinflamatorias y antialérgicas. En un estudié se demostré que la apigenina
suprime la produccién de quimiocinas Th1 y Th2en monocitos humanos por la via de
las MAPKs.®® La hesperidina por sus propiedades antiinflamatorias y analgésicas, se
ha utilizado para el tratamiento de ciertas enfermedades como la artritis.

Lostaninos tienen propiedades astringentes, vasoconstrictoras y antiinflamatorias,
pudiéndose utilizar en el tratamiento de las hemorroides.®*

» Propiedades antioxidantes: En las plantas los flavonoides actidan como
antioxidantes en células endoteliales, especialmente las catequinas del té verde.®*-¢®
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4.- OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de los flavonoides sobre la sefializacién intracelular inducida por el
acido lipoteicoico obtenido de Streptococcus en fibroblastos gingivales humanos.
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5.- OBJETIVO ESPECIFICO

Determinar el efecto de Luteoling, Fisetina, Miricetina y Morina sobre la fosforilaciéon de
las MAPK’S, Akt y traslocacién nuclear de NF-kB, asi como la expresion de COX-2

inducida por dcido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis en fibroblastos
gingivales.
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6.~ HIPOTESIS

Si los flavonoides poseen efectos antiinflamatorios, entonces regularan la secreciéon de
citocinas proinflamatorias en fibroblastos gingivales humanos cuando sean inducidos con
acido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis.
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7.~ TIPO DE ESTUDIO

Experimental
Descriptivo
Comparativo
Prospectivo
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8.- MATERIALES

e Acrilamida Bis 30%-.8%

e Agarosa 2% TBE/bromuro de etidio

e Agua con Dietilpirocarbonato

e Agua desionizada

e Alcohol isopropilico

e Anticuerpos monoclonales anti p-ERK rabbit
e Anticuerpos policlonales p-ERK rabbit

e Biofotometro

e BSAa0.5mg/ml

e Buffer de corrido

e Buffer de lisis

e Buffer de transferencia

e Buffer PBS con ortovanadato

e Buffer TBE

e (Cajas de 6 pozos

e (Cajas petri

e (Cdmara de transferencia

e (Camaras de corrido

e Campana de esterilizacién

e DHEM 10% SBF+ AbAm

e DHEM 2% SBF+ AbAm

e Espectrofotometro

e Flavonoides (Luteolina, Fisetina, Miricetina, Morina) a un stock de 1x10
e Gradillas para tubos de ensaye

e Gradillas para tubos Eppendorf

e Hielera

e Incubadora

e Isopropanolol

e Kit para RT-PCR Invitrogen

e Liquidos de revelado

e LTA aun stock de Img/ml

e Marcadores de peso molecular y jugo azul para ADN
e Marcadores de peso molecular y jugo azul para proteinas
e Membrana de PVDF

e Microcentrifuga

e Micropipetas Eppendorf de 1000pul, 10-100 pl, 1-2.5 pl.
e Microscopio de objetivos invertidos CK2

e Oligos COX-2 sense y antisense

e Oligos GADPH sense y antisense

e  Orbit Shaker

e Peliculas radiograficas

e Persulfato de amonio

e Pipeta electica

e Pipetas de 5ml, 10ml.



Pipetas pasteur

Puntas para micropipetas Eppendorf
Reactivo de Sta. Cruz

SDS 10%

Solucién de bloqueo
Solucién de Bradford
Solucién de lavado

TEMED

Termociclador para RT-PCR
Tis 1.5M pH 8.8

Trizol

Trsi 0.5M pH 6.8

Tubos de ensaye

Tubos Eppendorf

Vasos de precipitado
Vortex
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O.- METODOS

9.1. CULTIVO CELULAR VY BIOPSIA DE TEJIDO GINGIVAL.

Fibroblastos gingivales humanos se obtuvieron a partir de un donante sano médico, que
era clinicamente libre de enfermedad periodontal. El tejido gingival se extirpd
quirargicamente de la tuberosidad del maxilar y se lavé 6 veces con solucién de Hanks
suplementado con penicilina / estreptomicina / fungizona. El tejido gingival
posteriormente fué picado en 1-2 mm?® piezas y fué sembrado en 6 pocillos utilizando
DMEM suplementado con 2 mM I-glutamina, penicilina / estreptomicina / fungizona
100 U/ml, 100 mg/ml y 1 mg/ml, respectivamente, y el 10% de SBF. Los explantes se
incubaron a 37 ° C en 5% de CO, Los cultivos celulares fueron alimentados
semanalmente hasta los fibroblastos gingivales humanos alcanzaron la confluencia.

9.2. ANALISIS DE WESTERN BLOT.

Los HGF’s se incubaron durante 30 min con los flavonoides (10 uM) y posteriormente se
adicion6é LTA (10 pg/ml) durante 15 minutos. Se realizé una cuantificaciéon de proteinas
por el método de Bradford. Las proteinas se separaron por electroforesis mediante gel
SDS-PAGE al 10% y se transfirieron a membranas de PVDF. Posteriormente se
incubaron los anticuerpos diluidos a 1:1000. Las bandas inmunoreactivas se revelaron
utilizando el sustrato de quimio-luminiscencia (Santa Cruz Biotechnology) vy la
autoradiografia se obtuvo después de exponer la pelicula durante 2 min. Los
experimentos se realizaron en 3 ocasiones por separado. Las muestras se analizaron con
el sistema digital Lab-Works

9.3. INMUNOCITOQUIMICA.

Las células se crecieron en cubreobjetos se trataron con el LTA a los tiempos y dosis
indicados en los pies de figura vy se fijaron por 30 minutos con 2% de paraformaldehido
en PBS a 4°C y se lavaron durante 3 ocasiones con PBS. Posteriormente se
permeabilizaron durante 5 minutos con Triton 0.1% en PBS y se lavaron durante 3
ocasiones con PBS. Para la visualizacién de las células se trataron durante 1 hr con el
anticuerpo primario diluidos 1:100 en PBS, posteriormente se lavaron en cinco ocasiones
con PBS. Las células se incubaron durante 45 minutos con el anticuerpo secundario anti-
cabra IgG acoplado a fluoresceina (Santa Cruz Biotechnology) se utilizaron en dilucion
1:100 en PBS. Las muestras se montaron en resina y se observaron por microscopia
confocal. Los experimentos se repitieron en tres ocasiones por separado.
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9.4. RT-PCR.

El RNA total se aislé de los fibroblastos gingivales humanos usando el método de
Chomczynski y Sacchi . EI RNA total (1ug) fue transcrito en forma inversa (RT) usando el
equipo One Step RT-PCR (In vitrogen). La reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se
realizd utilizando los oligonucléotidos 5 TTCAAATGAGATTGTGGGAAAATTGCT3”
(sentido codificante) y AGATCATCTCTGCCTGAGTATCTT (Sentido anticodificante)
derivado de COX-2; 55GCC AAA GTC TTG ATT GAT TGG3" (Sentido codificante), v
3 TTG AAG TIC TCC AGC TCCTG5 (sentido anticodificante) y 5°-
AGATCCACAACGGATACATT-3" (Sentido anticodificante) derivado del gen de
gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Las condiciones de la amplificacion
fueron las siguientes: desnaturalizaciéon a 94°C por 1 min, alineamiento a 55°C por 1 min
y extension a 72°C por 1.5 min. El PCR se efectué por 35 ciclos y como resultado del RT-
PCR se obtuvo una banda sencilla para los productos de cada gen y una banda sencilla
de 309 pares de bases para GADPH. La identidad del fragmento se caracterizé por su
tamario aparente en geles de agarosa tenidos con bromuro de etidio.

9.5. ANALISIS DE DATOS ¥ METODOS ESTADISTICOS.

El andlisis estadistico de los datos de densitométrico se realizé mediante la determinacién
de la densidad éptica integrada de cada muestra y el uso de #test. Cualquier diferencia
entre los dos grupos con un valor de /0,05 fue considerado significativo.
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10.- POBLACION DE ESTUDIO

1 x 10 ® Fibroblastos gingivales humanos (HGFs)
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11.- SELECCION Y TAMANO DE LA MUESTRA

Se utiliz6 una clona de Fibroblastos gingivales Humanos Los HGF's se observaron con
membranas celulares integras y nitidas.
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12.- CRITERIOS DE INCLUSION

HGF’s sanos al 100% de crecimiento
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13.- CRITERIOS DE EXCLUSION

Células gue no sean HGF's
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14.- CRITERIOS DE ELIMINACION

Células HGF’s muertas o contaminadas
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1 5 »~ RESULTADOS

Efecto del LTA sobre la fosforilacién de las MAPKs en fibroblastos gingivales

La activacion de las MAPKs ocurre después del tratamiento con LTA. Las MAPKs
constituyen una familia conformada por ERK %2 (que se activa en respuesta mitogénica)
y P38 (cinasa que se activa por estrés como por accidon de luz ultravioleta, choque
térmico o citocinas proinflamatorias).

La exposicion con LTA en los cultivos de fibroblastos gingivales promovié un incremento
en la fosforilacién de las MAPKs de manera dependiente del tiempo (Fig 1). El méximo
efecto del LTA sobre la activacién de las MAPKs se observdé después de los 15 min de
tratamiento a una dosis de 10pug/ml para ERK, sin embargo se observé para pP38 a los
30 min. El andlisis densitométrico mostré que p-ERK se activé dos veces con respecto al
basal; p-P38 de 1.7 veces sobre el basal.
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Fig

ura 1. Efecto del acido lipoteicoico obtenido de Strepfococcus sanguis sobre la

actividad de las MAPKSs en fibroblastos gingivales.

Los HGFs (1x10°%) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la confluencia se ayunaron con
DHEM + 2% de SBF por 30 minutos, al término se trataron a diferentes tiempos con LTA (1oug/ml). La
reaccién fue detenida con buffer de fosfato salino y se utilizaron 501.g de proteina que se separé en gel de
poliacrilamida (10%) con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) y se transfiri6 en una membrana de PVDF.
La actividad de las cinasas se evaludé utilizando anticuerpos que detectan la forma fosforilada.
Anticuerpos contra la cinasa no fosforilada se utilizaron como control. Se utilizd una técnica de
quimioluminiscencia. Las imdgenes se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema
Labs Work.
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Efecto del LTA sobre la activacién de Akt

Akt (proteina cinasa B), es fosforilada y activada por PKD-1. Esta cinasa, es un
importante efector del mecanismo de transduccién de PI3K. LA activacion de Akt
resulta en la fosforilacién de un gran ndmero de sustratos que son importantes en la
sefializacion intracelular. La activacion de Akt estd relacionada con el sostén de la
viabilidad celular durante la liberacion de mediadores inflamatorios. Por tal motivo, se
decide a estudiar los efectos de LTA sobre la activacion de Akt en los fibroblastos
gingivales. En la figura 2 muestra que ésta cinasa se activé con el tratamiento de LTA
(loug7ml). La méxima activacion se produjo después de 30 min. de tratamiento,
produciéndose una activacion de 1.5 veces sobre el basal.

0.20-

e
—
T

pAKT (0.D)
o
2

o
o
T

LTA (10pg/mi)

Figura 2. Efecto del acido lipoteicoico obtenido de Strepfococcus sanguis sobre la
activacion de Akt en fibroblastos gingivales.

Los HGFs (1x10°) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la confluencia se ayunaron con
DHEM + 2% de SBF por 30 minutos, al término se traté a diferentes tiempos con LTA (1oug/ml). La
reaccién fue detenida con buffer de fosfato salino y se utilizaron 50ug de proteina que separé en gel SDS-
PAGE al 10% y se transfiri6 en una membrana de PVDF. La actividad de las cinasas se evalué utilizando
anticuerpos que detectan la forma fosforilada. Anticuerpos contra la cinasa no fosforilada se utilizaron
como control. Se utilizé6 una técnica de quimioluminiscencia. Las imdgenes se obtuvieron por el sistema
Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work.
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Efecto del LTA sobre la degradacion de Ikb vy la traslocaciéon de NF-kB.

La activacion de NF-kRB se produce cuando el factor inhibidor de NF-kB (IkB) es
fosforilado y de ésta forma libera a NF-kB que es un factor clave en la liberacién de
mediadores de moléculas promotoras de respuestas inflamatorias como la induccién de
la expresién de TNF-q, IL-6 y éxido nitrico. Este factor de transcripcién se activa cuando
se trasloca del citoplasma al ndcleo de las células, por éste motivo, se propuso estudiar el
efecto del LTA sobre la degradacién de IkB y la traslocaciéon de NF-kB en fibroblastos
gingivales humanos. En los extractos totales encontramos que el LTA (10ug/ml)
promovidé un aumento en la fosforilaciéon de IkB de manera dependiente del tiempo. La
maxima degradacion se detecté a los 15 minutos de tratamiento. Los resultados sugieren
que en LTA participa en la activacion de NF-kRB debido a que se promueve la
degradacién de IkB.
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Figura 3. Efecto del acido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis sobre la
degradacion de IkB y la traslocaciéon de NF-hB en fibroblastos gingivales humanos.
Los HGFs (1x10°) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la confluencia se ayunaron con
DHEM + 2% de SBF por 30 minutos, al término se traté a diferentes tiempos con LTA (1oug/ml). La
reaccion fue detenida con buffer de fosfato salino y se utilizaron 50ug de proteina que separé en gel de
poliacrilamida (10%) con duodecilsulfato de sodio y se transfirié6 en una membrana de PVDF. La actividad
de las cinasas se evalud utilizando anticuerpos que detectan la forma fosforilada. Anticuerpos contra la
cinasa no fosforilada se utilizaron como control. Se utilizé una técnica de quimioluminiscencia. Las
imagenes se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work.
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Efecto de los flavonoides sobre la transcripcion de ciclooxigenasa-2.

Una molécula que se libera en respuesta a los procesos inflamatorios es la
ciclooxigenasa-2, ésta enzima que se expresa de forma inducible, utiliza como sustrato el
acido araquidénico para la sintesis de prostaglandinas. Por éste motivo se decidié a
evaluar el efecto los flavonoides sobre la expresion de COX-2 en HGFs inducidos con
acido lipoteicoico (Fig.5). Con el propésito de evaluar la transcripcion del gen se
realizaron ensayos de RT-PCR. Los resultados mostraron que el tratamiento con LTA por
4 hrs promueve un incremento en la expresion de COX-2. La disminucién en la expresion
se observd principalmente al tratamiento con miricetina que inhibe la expresion de
ciclooxigenasa al nivel basal.
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Figura 5. [Efecto del
acido lipoteicoico obtenido de Strepfococcus sanguis sobre la transcripcion de COX-2
en fibroblastos gingivales humanos.

Los HGFs (1x10°%) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la confluencia se ayunaron con
DHEM + 2% de SBF por 24 horas, al término se pretraté con los flavonoides (10p1M) por 30 minutos seguidos
de la induccién con LTA (1oug/ml). Al término de la reaccién se aislé6 en RNA y se utiliz6 1ug de RNA para
el esayo de RT-PCR, las muestras se corrieron en geles agarosa con TBE 1% y se tifieron con bromuro de
etidio. Las iméagenes se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work.
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pERK 1/2 (0.D)

Efecto de los flavonoides sobre la actividad de la MAPK’s inducida por LTA
en fibroblastos gingivales humanos.

Para determinar el efecto de los flavonoides sobre la fosforilaciéon de ERK 1% inducida por
LTA, las células se preincubaron con luteoling, fisetina, morina y miricetina, todos a una
dosis de 10 uM durante 30 minutos y posteriormente se trataron con LTA (10mg/ml)
durante 15 minutos. El tratamiento con los flavonoides bloqueé de manera significativa
la fosforilacién de ERK 12 (p44 y p42) (Fig. 6A), siendo la miricetina el flavonoide que
mostré mayor inhibicion ene el bloqueo de la fosforilacion de ERK 4. Posteriormente, se
probé la capacidad de los flavonoides en inhibir la fosforilacién de P38, la exposicién de
los fibroblastos gingivales humanos con LTA (10ug/ml) durante 15 minutos produjo un
aumento en la fosforilacion de de P38 (Fig 6B). Sin embargo, cuando fueron tratados
posteriormente con los flavonoides (10uM), se bloqueé de manera significativa la
fosforilacion de P38 con respecto al basal.. Finalmente se evaludé el efecto de los
flavonoides sobre la fosforilacion de Akt (Fig 6D), nuevamente se encontré que el
tratamiento con los flavonoides bloqueé de maneras significativa la actividad de Akt.
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Figura 6. Efecto de luteolina, fisetina, morina y myricetina sobre la fosforilacién de
ERK1/2, p38 inducida por acido lipoteicoico obtenido de Strepfococcus sanguis en
fibroblastos gingivales humanos.

Los HGFs (1x10°) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la confluencia se ayunaron con
DHEM + 2% de SBF por 24 horas, al término se pretrataron con los diferentes flavonoides (1I0mM) por 30
minutos y después con LTA (10ug/ml). Las células se procesaron para un andlisis de Western Blot usando
anti-fosfo ERK1/2 (A), anti-fosfo P38 (B), anti-fosfo AKT (C), las membranas se desnudaron y se utilizaron
anticuerpos dirigidos contra las formas no fosforiladas deERK1/2, p38 y INK como controles. Las imédgenes
se obtuvieron por el sistema Digi-Doclt y se analizaron por el sistema Labs Work.
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Efecto de los flavonoides sobre la localizacién intracelular de IkB inducida
por LTA en fibroblastos gingivales humanos.

A

BASAL LTA
LUTEOLINA MIRICETINA
LUTEOLINA MIRICETINA
+ +
LTA LTA

FISETINA MORINA
FISETINA MORINA
+ +
LTA LTA

Figura 8. Efecto de luteolina, fisetina, morina y myricetina sobre la localizacién
intracelular de 1kB inducida por acido lipoteicoico obtenido de Strepfococcus sanguis
en fibroblastos gingivales humaneos. Las células se sembraron en cubreobjetos de 0.17 mm a una

densidad de 10x10° células/ml.Los HGFs se pretrataron con los diferentes flavonoides (10uM) por 30 minutos
y después con LTA (1oug/ml) por 15 minutos, al término las células fijaron y se trataron con su respectivo
anticuerpo por 2 horas con el anticuerpo a una dilucién 1:50, se lavaron y se incubaron con el anticuerpo
secundario a una dilucién de 1:50. La asociacién del anticuerpo secundario se observé en microscopia
confocal. Los resultados son los representativos. Estudiamos el efecto de los flavonoides sobre la localizacién
de NF-kB en fibroblastos gingivales tratados con LTA. (Fig 8). Nuestros resultados muestran que el
tratamiento con LTA promueve la translocacién de NF-kB en el nicleo de las células (B). La incubaciéon
con los flavonoides inhibié la translocacién de NF-kB al nicleo por accién del LTA (E Y F). Sin embargo es
importante mencionar que el tratamiento con Morina y Fisetina nos muestra que ambos compuestos
promovieron que NF-B se translocara al nicleo y por esta razén ni morina ni fisetina bloquean la
translocacién (J Y K).
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1 6.- DISCUSION

Patégenos presentes en la placa dentobacteriana como Streptococcus sanguis,
presentan en la superficie moléculas de acido lipoteicoico, molécula que actualmente se
considerada como una toxina muy activa en bacterias Gram-positivas, con el potencial
promover la activacién de mecanismos de sefializacion intracelular , regular factores de
transcripciéon y promover la expresion de un amplio conjunto de genes entre los que se
encuentran ciclooxigenasa-2 e interleucina 1-f3, que entre otras funciones regulan eventos
que conducen a una respuesta de naturaleza inflamatoria.

Por otra parte, los flavonoides son moléculas compuestas de fenilbenzo-y-pironas
derivadas de compuestos polifendlicos que estan presentes en las frutas. Un gran nimero
de estudios sefiala que en estudios in vitro y en modelos animales los flavonoides regulan
respuestas como el control del ciclo celular, apoptosis y controlan la transformacién
celular. 7-%°

Como la enfermedad periodontal, es una afeccién de naturaleza inflamatoria progresiva
que destruye los tejidos que soportan y rodean a los dientes, decidimos evaluar efecto el
efecto de cuatro flavonoides, a saber, luteoling, fisetina, miricetina y morina sobre los
efectos del LTA en fibroblastos gingivales humanos. Estas células son las méas abundantes
en la encia por este motivo en este estudio hemos establecido que el acido lipoteicoico
obtenido de Streptococcus sanguis, activa vias de seializacion intracelular en fibroblastos
gingivales humanos (HGFs). Los resultados muestran que el tratamiento con LTA induce
la activacion de los miembros de las proteinas activadas por mitégeno, asi como Akt,
provoca la traslocacién al nicleo de NF-kB por degradacién de su inhibidor y promueve
la expresion de COX-2. De igual manera, se encontré que los flavonoides tienen un
efecto inhibitorio en la fosforilacién de ERk 12, p38 y Akt inducida por dcido lipoteicoico y
solo miricetina inhibié la sintesis de COX-2.

La estructura basica de los flavonoides consiste en dos anillos benzénicos denominados
anillo A y B, los cuales estadn unidos por un pirano heterociclico. El anillo B esta sustituido
en la posicién 2 por el anillo C. Los flavonoides se subdividen en funcién por la presencia
de grupos oxi en la posicion 4, un doble enlace entre los carbonos 2 y 3 y en la presencia
de un grupo hidroxilo en la posicién 3.

Los flavonoles como: fisetina, miricetina y morina presentan el grupo oxi en posicién en
posicion 4, el doble enlace entre los carbonos 2 y 3 y un grupo 3 hidroxilo. Asi mismo, la
luteolina es una flavona, carece del 3-hidroxilo.

De estos flavonoides se ha descrito que todos poseen actividades antioxidantes en
macréfagos **™. Sin embargo, no existen reportes de los efecto de morina sobre la
regulacién de la actividad de MAP cinasas o sobre AKT por lo que en esta investigacion
encontramos resultados novedosos sobre el papel de morina en la regulacion de la
actividad de ERK % y AKT, pero no muestra efecto inhibitorio sobre la activaciéon de
p38. En otra serie de experimentos encontramos que fisetina bloquea la activacién de
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p38 pero no de ERK 12 y de AKT. En estos ensayos encontramos que miricetina bloque
las acciones de todas la cinasas y de la expresion de COX-2.

Lo que nos sugiere que a pesar de pertenecer al mismo grupo de flavonoides poseen
actividades muy diferentes o bien que las dosis efectivas varian, por este motivo nuestras
investigaciones futuras estardn encaminadas en la caracterizacién de la ECso de cada
compuesto.

Algunos investigadores™ sefialan que en células PC12, fisetina inducen diferenciacién por
activaciéon de ERK y que la activacion de ERK es bloqueada PD98059, inhibidor de MEK
lo que sugiere que fisetina regula de forma directa la activacion de ERK. Aunque
algunos autores sugieren que PKC podria estar involucrada en este efecto™ o por

activacion de PI3K y por tanto de AKT, lo que el efecto de fisetina en fibroblastos
gingivales no es mediado por AKT porque fisetina bloquea las acciones de LTA sobre la
activacion de AKT.

Por otra parte encontramos que a las dosis estudiadas la miricetina inhibe a ERK, p38,
AKT y la expresién de COX-2. Similar a lo reportado en células epiteliales de ratén. ™
Con los resultados obtenidos de esta investigacion podemos concluir que alguna de las
caracteristicas estructurales de los flavonoides regulan diferentes respuestas intracelulares,
posiblemente por diferencias en hidrofobicidad es por lo que tienen diferentes efectos.
Por lo que esta investigacion abre infinitas posibilidades de investigaciéon de caracterizar
el efecto de especifico de diferentes flavonoides y utilizarlo como una herramienta
terapéutica. Resulta necesario recalcar que debera investigarse en el blanco especifico
que regule el proceso inflamatorio de la enfermedad periodontal.
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1 7 «~ CONCLUSIONES

Se ha demostrado que el acido lipoteicoico y no solo el lipopolisacdrido posee actividad
antigénica, induciendo la fosforilacion de las MAPKs, Akt y  traslocacion al ndcleo de
NF-kB que a su vez, se encuentran asociadas con la sefializaciéon para la liberaciéon de
citocinas proinflamatorias.  Por otra parte, los flavonoides demostraron regular los
efectos ocasionados por el dcido lipoteicoico en fibroblastos gingivales humanos.

Los resultados obtenidos de ésta investigacién aportan una informacién novedosa sobre
la regulacién de cinasas y moléculas que promueven procesos inflamatorios en la encia
cuando se exponen al dcido lipoteicoico. Sin embargo, se debe realizar una mayor
investigacién a fin de caracterizar el control en la liberacién de moléculas promotoras de
la inflamacién en la encia.
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