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RESUMEN

1. RESUMEN

Investigaciones recientes, fundamentadas en estudios epidemioldgicos, sostienen
que una infeccion local dental, como la periodontitis, incrementa el riesgo de
presentar una infeccion cronica sistémica, por ejemplo, la endocarditis infecciosa,
que se desarrolla como resultado de la diseminacién por via hematogena de
bacterias de la flora bucal, a causa de cualquier alteracién en la integridad fisica
del epitelio subgingival. Aproximadamente el 50% de los casos de endocarditis
son causados por Streptococcus sanguinis, colonizador primario de la placa
dentobacteriana. La superficie de Streptococcus sanguinis contiene acido
lipotecoico (LTA), que al ser reconocido por el receptor transmembranal semejante
a Toll 2 (TLR 2) desencadena mecanismos de transduccion como la activacion de
la familia de proteinas cinasas activadas por mitbgenos (MAPKS) y la activacion
del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-xB), vias de sefializacion que
conducen a la liberacion de citocinas proinflamatorias y otros mediadores de la
inflamacion. Por otra parte, la naringina es un flavonoide presente en frutas
citricas, con propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas,
antibacteriales, asi como propiedades antihipertensivas. En el presente trabajo se
estudio el efecto del flavonoide naringina sobre la sefializacion intracelular
inducida por LTA en la linea celular de cardiomiocitos de rata neonatal (H9c2). Se
realizaron ensayos dosis-respuesta dependiente de naringina mediante Western-
blot para caracterizar la activacion de las proteinas MAPKSs, ensayos de RT-PCR
de punto final para analizar la expresion de la interlucina-1B y un ensayo de
inmunocitoquimica para analizar el efecto de naringina en la translocacion nuclear
de NF-kB. La fosforilaciébn de proteinas MAPKs (ERK, p38 y JNK) asi como la
expresion de IL-1B y la translocacién nuclear de NF-kB, son mediadas por LTA en
células H9c2 y éstas se inhiben con el tratamiento del flavonoide naringina de
manera dependiente de la dosis. Se demostré que la naringina presenta actividad
antiinflamatoria in vitro, disminuyendo la activacion de dos vias de sefializacion
involucradas en el proceso inflamatorio y eventualmente, puede conducir al

desarrollo de una nueva clase de agentes antiinflamatorios de origen natural.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades cardiovasculares constituyen la primera causa de mortalidad en
México. Dentro de este amplio rubro de enfermedades se encuentra la
endocarditis infecciosa (El) que es un padecimiento altamente relacionado con la
enfermedad periodontal. Durante el desarrollo de la El algunos de los factores que
contribuyen a la patofisiologia de la misma, como la produccién de citocinas pro-
inflamatorias, estan asociados con la respuesta inmunitaria que se desencadena
por parte de las células del hospedero ante el reconocimiento de microorganismos
patdgenos, particularmente, de estructuras especificas como el LTA de bacterias

Gram-positivo.

Con la finalidad de regular el proceso inflamatorio que se desarrolla durante la
respuesta inmunitaria, y conseguir una disminucion en la presentacion de efectos
secundarios adjuntos a los farmacos sintéticos, se han buscado alternativas de
origen natural como son el empleo de flavonoides, compuestos polifendlicos,
producto del metabolismo secundario de plantas, que presentan una amplia
variedad de actividades biologicas, incluyendo acciones antiinflamatoriass y

antioxidantes (1-3).

En este sentido, existen publicaciones sobre el mecanismo de accion del
lipopolisacéarido (LPS) en la induccién de la respuesta inflamatoria y su regulacion
por flavonoides (4-7). Sin embargo, hay poca evidencia acerca de la regulacion
gue pueden ejercer los flavonoides en las sefiales intracelulares inducidas por
LTA.

Por lo tanto, el presente trabajo tiene el objetivo de estudiar y caracterizar la
regulacion del flavonoide naringina en la transduccion de sefales ante la
presencia de LTA en cardiomiocitos de la linea celular H9c2, particularmente en la
via de las MAPKs.
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3. ANTECEDENTES

3.1.Periodonto
El término periodonto surge de la palabra griega tepi (peri) "alrededor" y 06d0Ug
(odonto) "diente”(8). El periodonto es la unidad funcional de tejidos de inversion y
de soporte del diente, se divide en unidad gingival y unidad periodontal y se

compone de los siguientes tejidos:

1) Encia

2) Cemento

3) Ligamento periodontal
4) Hueso alveolar

La encia pertenece a la unidad gingival y el hueso alveolar, cemento y ligamento

periodontal conforman la unidad periodontal.

Unidad gingival

(encia) Corena (porcien corenal)

Surco gingival
Mucosa gingival

=14 Raiz
——r Cemento

c— e Li t iodontal
Unidad periodontal ok o b

Mucosa oral

il Hueso alveolar

Figura 1. Estructura del diente y periodonto. (Kenneth S, et al., 2007)

3.1.1. Encia
La encia es la parte de la mucosa oral (mucosa masticatoria) que cubre el hueso
alveolar de los maxilares y rodea el cuello de los dientes. Su principal funcion es
proteger los tejidos circundantes frente al entorno bucal. Anatdbmicamente, se

divide en encia marginal o libre, encia insertada y encia inderdental.
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Histologicamente, la encia se compone de un nudcleo central de tejido conectivo
cubierta por un epitelio escamoso estratificado. Existen tres tipos de epitelio en la
encia: epitelio oral o externo, epitelio sulcular y epitelio de unién, cada uno de los
cuales esta presente en diferentes areas de la encia y realiza funciones

especificas (9).

e El epitelio oral cubre la cresta, la superficie externa de la encia marginal y la
superficie de la encia insertada. Es un epitelio queratinizado, contiene
cuatro diferentes capas de células: capa basal, capa espinosa, capa
granular y capa de células queratinizadas. Su principal funcién es
proporcionar una barrera mecéanica impermeable a fluidos y bacterias.

e EIl epitelio sulcular cubre el surco gingival. Es un epitelio escamoso
estratificado no queratinizado.

e EIl epitelio de unién, junto con las fibras gingivales, forman la unidad
dentogingival que proporciona unién al diente, ademas de proporcionar una
defensa contra microorganismos. Es un epitelio escamoso estratificado no

queratinizado.

El epitelio no queratinizado contiene células claras, que incluyen melanocitos,

células de Langerhans, células de Merkel y linfocitos.

3.1.2. Cemento

Es un tejido avascular mesenquimal calcificado que forma la cubierta externa de la
raiz anatomica (Figura 1). Proporciona union de las fibras de colageno del
ligamento periodontal a la raiz; funciona como sello de los tubulos dentinarios
abiertos previniendo la sensibilidad dental; ayuda en el mantenimiento de los
dientes en oclusion funcional, y contribuye al proceso de reparacién después de

dafio a la superficie de la raiz (10).

El cemento esta formado por células y por una matriz extracelular calcificada. Las
principales células son los cementoblastos y los cementocitos. La matriz

extracelular del cemento se compone tanto de materia organica como de materia
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inorganica. La matriz organica se compone principalmente de colageno tipo |
(90%), colageno tipo Il (5%), proteinas no colagenas (fibronectina, osteopontina,
osteocalcina, fosfatasa alcalina y osteonectina), molécula de adhesion (proteina
de unidn al cemento), factor de crecimiento similar a insulina, glicosaminoglicanos
y glicoproteinas (sustancia fundamental). La matriz inorganica constituye 46% y
esta compuesto principalmente de fosfato de calcio en forma de cristales de
hidroxiapatita (10,11).

Existen dos clases de fibras de colageno, las fibras de Sharpey’s (extrinsecas)
producidas por los fibroblastos y las fibras pertenecientes a la matriz del cemento

(intrinsecas) producidas por los cementoblastos.
El cemento se clasifica en:

1. De acuerdo a su localizacion:

i.  Cemento radicular.

ii. Cemento coronal.

2. De acuerdo a las células presentes:

i. Cemento acelular (primario). Se integra durante la formacion de
raices, cubre aproximadamente la mitad de la raiz, y no contiene
cementocitos.

ii. Cemento celular (secundario). Se forma después de que el diente ha
alcanzado el plano oclusal. Contiene cementocitos en espacios
individuales.

3. De acuerdo a las fibras presentes:

i. Cemento afibrilar acelular. Se compone Unicamente de sustancia
mineralizada. No hay fibras de colageno ni células. Forman el
cemento coronal.

i. Cemento fibrilar extrinseco acelular. Consiste Unicamente en fibras
de Sharpey’s.

iii. Cemento estratificado mixto celular. Contiene fibras extrinsecas e

intrinsecas, asi como células.
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iv.  Cemento fibrilar intrinseco celular. Contiene fibras secretadas por
cementoblastos.
v. Cemento intermedio. Es una zona mal definida cerca de la union

cemento-dentinal. Ayuda en la union del cemento a la dentina.

3.1.3. Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido conectivo blando presente entre el cemento y
el hueso alveolar (Figura 1). Une al diente con el hueso alveolar y absorbe la
carga mecanica que se aplica durante la masticacion. Se compone de haces de
colageno, denominadas fibras principales del ligamento periodontal, de

componentes celulares y de sustancia fundamental.

Las fibras principales se dividen de la siguiente manera, de acuerdo a su

localizacion y direccién de union (11,12):

e Grupo transeptal. Son importantes para el mantenimiento de la disposicion
espacial de los dientes.

e Grupo de cresta alveolar. Resisten las fuerzas extrusivas.

e Grupo horizontal. Resisten las fuerzas masticatorias a las que se somete el
diente.

e Grupo oblicuo. Resisten las fuerzas de torsibn y evitan movimientos
laterotrusivos.

e Grupo apical. Resisten las fuerzas intrusivas.

e Grupo interradicular. Refuerzan el anclaje al hueso.

Los elementos celulares presentes en el ligamento periodontal son los
fibroblastos, osteoblastos, cementoblastos (células de sintesis), osteoclastos,
cementoclastos (células de resorcion), restos epiteliales de Malassez, macréfagos
y mastocitos. La sustancia fundamental conforma el constituyente principal del

ligamento periodontal. Estd compuesto de glicosaminoglicanos y glicoproteinas.
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3.1.4. Hueso Alveolar

El hueso alveolar es un tejido conectivo especializado que se caracteriza
principalmente por su matriz mineralizada. Es la parte del maxilar y la mandibula
que forma y apoya la cavidad del diente (alveolos dentales) (Figura 1). Junto con
el cemento y el ligamento periodontal, el hueso alveolar constituye el aparato de
fijacion de los dientes. Su principal funcién es distribuir y reabsorber las fuerzas

generadas por la masticacion y por otros contactos dentarios (11,13).

Anatdmicamente, se divide en:

e Hueso alveolar adecuado. Es una delgada lamina de hueso que rodea la
raiz del diente y proporciona unién a las fibras principales del ligamento
periodontal.

e Hueso alveolar de soporte. Rodea al hueso alveolar adecuado y da soporte

a los alveolos. Se compone de placas corticales y hueso esponjoso.

El hueso alveolar esta constituido por componentes celulares y matriz extracelular.
Las células presentes en el hueso alveolar son osteoblastos, osteoclastos y
osteocitos. La matriz extracelular estd compuesta en un 65% por materia
inorganica y 35% por materia organica. La parte inorganica se compone de
minerales como calcio, fosfato e hidroxilo, carbonato, citrato y cantidades traza de
otros iones, los cuales se encuentran en forma de cristales de hidroxiapatita. La
matriz organica se compone de 90% de colageno tipo | con pequefias cantidades
de proteinas no colagenas tales como osteocalcina, osteonectina, osteopontina y

sialoproteina 6sea.

3.2.Placa dentobacteriana

En 1978 la OMS definié a la placa dentobacteriana como una entidad estructural
especifica pero muy variable, resultado de la colonizacion y el crecimiento de
microorganismos en las superficies de los dientes, y que consiste en numerosas

especies y cepas microbianas embebidas en una matriz extracelular (14).
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Estructuralmente, la placa dental se considera como una biopelicula de una
comunidad microbiana compleja y dinamica. Contiene zonas de alta y baja
biomasa bacteriana entrelazada con canales acuosos, que son el medio de

nutrientes para la colonizacion bacteriana (15).

Con base en su localizacion, la placa dental se clasifica en supragingival y
subgingival. La placa supragingival se encuentra en las superficies dentales, en la
encia marginal o por encima de ésta. La placa subgingival se encuentra por

completo dentro del surco gingival o de los sacos periodontales.

La placa dental estd compuesta por microorganismos y una matriz intercelular. Las
bacterias constituyen aproximadamente el 70-80 % del material total. Se estima
qgque 1 mg de placa dental contiene 250 millones de bacterias (15). Ademas de

bacterias, pueden estar presentes hongos, protozoarios y virus.

La formacién de la placa dental es el resultado de una serie de procesos
complejos que involucran una variedad de bacterias y componentes de la cavidad
bucal del hospedero. Estos procesos comprenden en primer lugar la formacién de
la pelicula adquirida sobre la superficie del diente; seguido de la colonizacién por
microorganismos especificos adheridos sobre la pelicula adquirida; y finalmente la

formacion de la matriz de la placa (Figura 2).

La primera etapa en la formacion de la placa implica la adsorcion de proteinas
salivales a las superficies del diente para formar la pelicula adquirida. La pelicula
esta compuesta de una variedad de glicoproteinas salivales (mucinas) que son
derivadas de la saliva, fluido crevicular, tejidos celulares del hospedero y de
bacterias. La pelicula altera la carga y la energia libre de la superficie del diente,

que a su vez incrementa la eficacia en la adhesion bacteriana (14,15).

La colonizacibn comienza con los colonizadores primarios que son
microorganismos  facultativos  Gram-positivo  (Actinomyces  viscosus Yy
Streptococcus sanguinis), los cuales se adhieren variablemente a la pelicula

recubriendo la superficie del diente y constituyen, principalmente, la placa
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supragingival. Conforme la placa dental madura, la colonizacion secundaria se
lleva a cabo. Los colonizadores secundarios son Prevotella intermedia,
Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum y Capnocytophaga sp., y
llevan a cabo el proceso de congregacion, que es la capacidad de las bacterias
para adherirse a diferentes especies y géneros; estas bacterias constituyen,

esencialmente, la placa dental subgingival (Figura 2).
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Figura 2. Modelo de formacion de la placa dentobacteriana y proceso de congregacion.
(Bakatetz L, 2004)

Después de la colonizacion se forma la matriz intercelular, la cual esta constituida
a su vez por productos bacterianos, células (epiteliales, macréfagos y leucocitos),
materiales organicos (polisacaridos, proteinas, y glucoproteinas) e inorganicos

(calcio, fosforo, potasio y sodio) derivados de la saliva o del liquido del surco
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gingival. Esta matriz forma un gel hidratado donde proliferan las bacterias y se

producen las interacciones metabolicas entre las diferentes especies.

Se reconoce a la placa bacteriana como el principal agente etiolégico en las
enfermedades periodontales. De las 400 diferentes especies que son capaces de
colonizar la boca, sélo 9 se consideran como periodontopatdégenas; S. sanguinis
no es una de ellas; sin embargo, al ser el primer colonizador de la placa
dentobacteriana favorece el desarrollo de enfermedades periodontales al contribuir
como sujecion de otros microorganismos. Los mecanismos patogénicos por los
cuales los microorganismos de la placa dental pueden causar enfermedad
periodontal incluyen: adhesién y colonizacion, invasion de los tejidos del
hospedero, evasion bacteriana de los mecanismos de defensa del hospedero y/o
liberacién de sustancias toxicas e inflamatorias (15,16).

3.3.Enfermedad periodontal

Las enfermedades periodontales son un grupo de enfermedades inflamatorias e

infecciosas bacterianas que afectan los tejidos de soporte de los dientes (17,18).

Para el desarrollo de las enfermedades periodontales hay dos aspectos que
juegan un papel trascendental, por un lado, los factores predisponentes del
hospedero (como la falta de higiene oral, edad, factores sistémicos como el
tabaco, diabetes, predisposicion genética, alteracion de las defensas, etc.) y, por
otro lado, los factores que influyen en la periodontopatogenicidad de los

microorganismos que constituyen la placa dental.

La mayoria de las enfermedades periodontales son infecciosas y se inician cuando
los microorganismos de la placa dental colonizan el surco gingival v,
posteriormente, la bolsa periodontal. Dichos microorganismos y sus metabolitos
provocan una respuesta inflamatoria, principalmente con fines de defensa, sin
embargo, en Ultima instancia, resulta en la destruccion de tejidos periodontales por
activacion de la sintesis y liberacion de citocinas, mediadores proinflamatorios y

metaloproteinasas de la matriz (19,20).
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3.3.1. Clasificacién de enfermedades periodontales(21).

La Academia Americana de Periodoncia (AAP), a finales de 1999 en la ciudad de
Oak Brook, lllinois, formé un comité encargado de clasificar las enfermedades
periodontales. Fue en el International Workshop for a Clasification of Periodontal
Diseases and Conditions cuando se aprueba la clasificacion propuesta por dicho
comité, proporcionando nuevos parametros para unificar universalmente las
diferentes entidades que se presentan en la enfermedad periodontal, quedando

clasificadas de la siguiente manera:

I.  Enfermedades gingivales
Il.  Periodontitis cronica
[ll.  Periodontitis agresiva
IV.  Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas
V. Enfermedades periodontales necrotizantes
VI.  Abscesos del periodonto
VII.  Periodontitis asociada a lesiones endodonticas

VIIl.  Condiciones y deformidades adquiridas o del desarrollo

3.4.Efecto de las enfermedades periodontales sobre la salud sistémica.

A lo largo de la historia el papel de las enfermedades bucales como factor de
riesgo de enfermedades sistémicas ha existido. En 1900, William Hunter introdujo
el concepto de infeccidn focal, el cual se referia a la presencia de una infeccion en
alguna parte del cuerpo, que podia afectar sitios y 6rganos distantes por la via del
torrente sanguineo (22).

La investigacidén moderna de las infecciones orales como factor de riesgo para la
enfermedad sistémica se inicié con un estudio realizado en Finlandia por Mattila y
colaboradores (23) donde reportaron una asociacion entre enfermedades orales,
pérdida de dientes y enfermedad del corazon. Esta observacion fue seguida por

una variedad de estudios de otras asociaciones potenciales, asi como la

11
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investigacion en plausibilidad biolégica de estas entidades, y la investigacion de

los mecanismos que podrian explicar las relaciones causales potenciales (19).

Las enfermedades periodontales implican un factor de riesgo para varias
enfermedades sistémicas, a saber, enfermedades cardiovasculares, diabetes,

enfermedades respiratorias y efectos adversos sobre el embarazo.

Basicamente, hay dos posibles mecanismos por los que las enfermedades

periodontales pueden inducir una respuesta inflamatoria a distancia:

e Bacteremia.

¢ Respuesta inmune a los patdégenos orales.

La bacteremia de origen bucal se define como la presencia de bacterias
provenientes de la cavidad bucal en el torrente sanguineo. La placa
dentobacteriana, particularmente, la placa subgingival, es muy proxima a tejidos
vascularizados. Cualquier alteracion en la integridad fisica del epitelio subgingival
podria dar lugar a bacteremia, ademas, es comun que en una lesion periodontal,
el epitelio del surco sea ulcerado y, con frecuencia, discontinuo, lo que facilita el

acceso a la circulacién (24).

Ademas de los procedimientos invasivos tales como la limpieza subgingival, la
extraccion dental y cirugia periodontal, que son conocidos como procedimientos
que producen bacteremia transitoria, actividades diarias como el cepillado de
dientes o la masticacion pueden conducir a la diseminacion de bacterias y
productos bacterianos como LPS o LTA en el torrente sanguineo (19,24). Las
frecuencias de bacteremia reportadas para las actividades diarias son: cepillado
dental (20% a 68%), masticacion (7% a 51%) y uso de palillos interdentarios (20%
a 40%) (25).

Las actividades orales diarias pueden provocar bacteremia, posiblemente, debido
a que dichas actividades producen pequefios movimientos del diente dentro del

alveolo dental causando presiones positivas y negativas intermitentes, lo que

12
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causa que los microorganismos tengan acceso al torrente sanguineo y de alli

puedan diseminarse, e incluso instalarse, a cualquier otro 6rgano o tejido (24).

Por otra parte, la respuesta inmunoldgica del hospedero a los patdégenos orales
también puede explicar la asociacion entre la enfermedad periodontal y otras
enfermedades sistémicas. La respuesta inflamatoria resultante puede
desencadenar la liberacion de varias citocinas proinflamatorias y mediadores de
destruccion tisular, tales como la proteina C reactiva, factor de necrosis tumoral a
(TNF-a), prostaglandinas E2 (PGE2), IL-18 e IL-6, las cuales pueden reclutar

monocitos y linfocitos T a los sitios de lesion o a otros tejidos.

3.4.1. Asociacion entre enfermedad periodontal y enfermedad

cardiovascular.

Las enfermedades cardiovasculares son un amplio grupo de enfermedades que
incluyen insuficiencia cardiaca congestiva, arritmias cardiacas, enfermedad
coronaria arterial (como aterosclerosis, angina de pecho, infarto al miocardio),
enfermedad cardiaca valvular y enfermedad cerebrovascular, y constituyen la

primera causa de mortalidad en México.

Desde la década de los ochenta varios estudios epidemioldgicos han indicado que
las enfermedades periodontales son un importante factor de riesgo en las
enfermedades cardiovasculares (17,18,20,24). En modelos animales, Overholser y
colaboradores encontraron que una extraccion dental en presencia de enfermedad
periodontal promueve bacteremia causante de endocarditis, aunque la

enfermedad periodontal, por si sola, puede ser suficiente. (26).

La endocarditis infecciosa es una enfermedad incluida en el rubro de las
patologias cardiovasculares (enfermedad cardiaca valvular) y junto con la
ateroesclerosis y la apoplejia conforman un grupo de trastornos cardiovasculares
con una alta probabilidad de estar relacionados con las enfermedades

periodontales.

13
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3.5.Endocarditis Infecciosa
3.5.1. Definicién

La endocarditis infecciosa es una infeccion microbiana de la superficie endotelial
del corazdn o de las valvulas cardiacas (27). El paso clave en el proceso de la
endocarditis infecciosa es la adhesion de las bacterias a las valvulas cardiacas,
seguido de la aparicibn de “vegetaciones”, que consisten en una masa de
plaquetas, fibrina, pequefias colonias de microorganismos y escasas células
inflamatorias (17,28). La endocarditis puede clasificarse de acuerdo con la
evolucion temporal de la enfermedad (aguda o subaguda), el sitio de la infeccién
(valvula nativa o valvula protésica), la causa de la infeccion (nosocomial, adquirida
en la comunidad o por administracién de drogas por via intravenosa) o en base al

agente causal.

3.5.2. Epidemiologia

En paises desarrollados la incidencia de endocarditis fluctia entre 2.6 y 7.0 casos
por 100,000 habitantes por afio, y se incrementa drasticamente con la edad a 14.5
episodios por 100,000 personas por afio, en pacientes entre 70 y 80 afios. (28). En
todos los estudios epidemioldgicos, la proporcion varones: mujeres es = 2:1. Entre
el 30 y 35 % de endocarditis de valvulas nativas se encuentra vinculado a la
asistencia sanitaria, entre 16 y 30 % de los casos de endocarditis abarca protesis
valvulares, sélo el 8% se asocia con un procedimiento dental o periodontal
previo.(20,29,30). A pesar de los avances en el diagnostico, la terapia
antimicrobiana, las técnicas quirdrgicas y el manejo de complicaciones, los
pacientes con ElI aun presentan altas tasas de morbilidad y mortalidad
relacionadas con esta condicion. La tasa global de mortalidad se acerca al 40%
(27).

14
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3.5.3. Etiologia

Del 80 al 90% de los casos de El son debidos a estreptococos y estafilococos; no
obstante, los microorganismos patégenos pueden variar dependiendo del tipo de
endocarditis, en funcion de la forma en que fue adquirida la enfermedad y de las
distintas vias de entrada del microorganismo al torrente sanguineo; la cavidad
oral, la piel y el sistema respiratorio alto son las principales vias de entrada
(28,31,32).

Los estreptococos del grupo viridans, provenientes de la cavidad bucal, que
incluyen a: Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus mitis,
Streptococcus salivarius, Streptococcus mutans, Streptococcus gallolyticus, grupo
SAG (S. intermedius, S. anginosus y S. constellatus) y especies del género
Abiotrophia siguen siendo la causa mas comun de endocarditis de valvula nativa
adquirida en la comunidad (28,32). De éstos, el mas comunmente aislado es S.
sanguinis (33,34).

Streptococcus bovis y enterococos (Enterococcus faecalis) son habitantes
normales del tracto gastrointestinal y representan del 5 al 18% de los casos de El.
Streptococcus pneumoniae ha disminuido en incidencia y representa en la
actualidad soOlo del 1 al 3% de los casos de El. Estreptococos del grupo A

raramente causan El (32).

Los estafilococos son la causa de al menos 30-40% de los casos de El, de los
cuales el 80 al 90% se deben a Staphylococcus aureus. S. aureus causa la
mayoria de los casos de El aguda y es el patdbgeno mas comun de la El asociada
con el abuso de drogas por via intravenosa. Staphylococcus epidermidis se asocia

principalmente con la endocarditis de valvula protésica (28,32).

Los bacilos Gram-negativo del grupo HACEK (Haemophilus, Aggregatibacter,
Cardiobacterium, Eikenella y Kingella) representan el 3% de los casos de El (35).
Corinebacterium, Listeria  monocytogenes, lactobacilos, Erysipelothrix

rhusiopathiae y Bacillus spp son causa rara de El (31).
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Los hongos, principalmente Candida spp, representan menos del 1% de El.
Existen otros agentes infecciosos de El que no crecen en cultivos de sangre y
requieren pruebas serologicas o amplificacion de genes para su identificacion:
Coxiella burnetii, Tropheryma whippelii, 0 Rochalimaea spp. (31,35).

3.5.4. Patogénesis

El desarrollo de la El es el resultado de una serie de interacciones complejas de
varios factores que implican, el endotelio valvular, mecanismos hemostéticos,
caracteristicas anatémicas cardiacas, las propiedades de la superficie, la
produccion de enzimas y toxinas de los microorganismos Yy, la respuesta inmune

del hospedero.
3.5.4.1. Endotelio valvular

El endotelio valvular normal es resistente a la colonizacion e infeccién por
bacterias circulantes. Sin embargo, cualquier alteracibn mecénica del endotelio
resulta en la exposicion de las proteinas de la matriz extracelular subyacente, la
produccion de factor tisular (FT) y la deposicion de fibrina y plaquetas en la
superficie del endotelio como un proceso de curacion normal, originando la
formacién de un trombo, proceso que recibe el nombre de endocarditis trombdética
no bacteriana (ETNB), el cual facilita la adherencia bacteriana y la infeccién
(Figura 3).

El dafio endotelial puede ser origen de las lesiones mecéanicas causadas por flujo
sanguineo turbulento, tal como el flujo de una camara de alta presion a una de
baja presion o el flujo a gran velocidad que pasa a través de un orificio reducido en
su luz, electrodos o catéteres, inflamacion, como en la carditis reumatica, o
cambios degenerativos en ancianos que estan asociados a inflamaciones,

microulceras y microtrombos (27,30).

La inflamacion endotelial sin lesiones valvulares también puede facilitar la El. La
inflamacion local hace que las células endoteliales expresen diversas moléculas,

incluyendo integrinas de la familia B; (30). Las integrinas son receptores
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heterodiméricos fundamentales en la migracion celular que controlan las
interacciones intercelulares y célula-matriz extracelular. La subfamilia B; se
encuentra expresada fundamentalmente en los leucocitos, pero tiene una amplia
distribucion tisular, pudiendo expresarse en plaguetas, células endoteliales,

células epiteliales, fibroblastos y linfocitos (36).

Las integrinas de la familia B; unen fibronectina circulante a la superficie
endotelial, mientras que algunos microorganismos portan proteinas de unién para
fibronectina en su superficie. Por lo tanto, cuando las células endoteliales
activadas unen la fibronectina, proporcionan una superficie adhesiva para los

estafilococos circulantes.

3.5.4.2. Bacteremia transitoria

Como ya se ha mencionado anteriormente, la aparicion de la bacteremia
transitoria puede deberse tanto a un procedimiento dental como a alguna actividad
cotidiana. Tales bacteremias suelen ser de corta duracion y de baja calidad (1 a
100 UFC /mL de sangre con duracion de 10 minutos, en el caso de la extraccion
dental); sin embargo, la frecuencia e intensidad se cree que estan relacionadas a
la naturaleza y la magnitud de la lesion del tejido periodontal, a la densidad de la
flora microbiana y al grado de inflamacién o infeccién del endotelio o de las

valvulas cardiacas (37,38).
3.5.4.3. Adherencia bacteriana

Los patégenos clasicos de la El (S. aureus, Streptococcus spp y Enterococcus
spp.) comparten la capacidad de adherirse a las valvulas dafiadas, provocar
actividad procoagulante local, internalizarse y reproducirse dentro de las

vegetaciones.

La adhesion al ETNB o al endotelio lesionado esta mediada por moléculas en la
superficie de los microorganismos, que en conjunto se denominan componentes
microbianos superficiales reconocedores de moléculas adherentes de la matriz
(MSCRAMMS), las cuales interactian especificamente con componentes de la
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matriz extracelular del hospedero, y reconocen fibronectina, fibrinégeno/fibrina,

coldgeno y polisacaridos relacionados con heparina (39,40).

Como ya se menciong, las integrinas de la familia f; unen fibronectina circulante a
la superficie endotelial, facilitando de este modo la adherencia del agente
infeccioso a la vegetacion. Los MSCRAMMS se han descrito en la superficie de S.
aureus, estreptococos viridans, Streptococcus pneumanie, el grupo A, Cy G de
estreptococos y Candida albicans (41). Por ejemplo, la proteina F1/Sfbl se
encuentra en la superficie de los estreptococos y media la adherencia a las células
del hospedero al unir fibronectina, lo que a su vez inicia el proceso de absorcidon

gue conlleva a la internalizacion dentro de las células del endotelio valvular (42).

Después de la colonizacion de la valvula, los microorganismos que infectan deben
sobrevivir y evitar las defensas del hospedero. Un acontecimiento clave en este
proceso es la maduracion de la vegetacion. Tanto estafilococos como
estreptococos pueden activar monocitos para desencadenar la produccion de
factor tisular y citocinas, los cuales, contribuyen al incremento de la vegetacion,

mediante la activacidén de la agregacion plaquetaria (Figura 3).

Herzberg y Meyer (43) utilizaron un modelo de conejo para demostrar que los
estreptococos del grupo viridans, como Streptococcus sanguinis pueden inducir la
agregacion plaquetaria a través de la expresion de una proteina presente en la
pared celular de estas cepas, denominada proteina asociada a la agregacion
plaquetaria (PAAP).

En respuesta a PAAP las plaquetas se activan. Las plaquetas activadas liberan
granulos alfa y granulos densos que contienen proteinas microbicidas plaquetarias
(PMP), fibrinégeno y los factores de coagulacion V y VIII. Estos factores pueden
producir un efecto procoagulante puesto que se unen a la membrana plasmatica
de las plaquetas y activan localmente a la trombina, iniciando la polimerizacion de
fibrinbgeno a fibrina. Las plaquetas agregadas pueden contribuir potencialmente a
las lesiones vegetativas mencionadas y dar lugar, posteriormente, a trombosis

coronaria y a infarto al miocardio (17,18).
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La funcién de las PMP es eliminar a los microorganismos alterando su membrana
plasmatica; sin embargo, las bacterias recuperadas de pacientes con EI son
sistematicamente resistentes a la muerte inducida de las PMP (38).

Por otra parte, adhesinas especificas de las bacterias también parecen estar
implicadas en la colonizacidon de las lesiones vegetativas. Estas adhesinas
incluyen a FImA de S. parasanguinis, a SsaB de S. sanguinis, ScaA de

Streptococcus gordonii y PsaA de S. pneumonie (44).

De igual forma, se ha encontrado que los polisacaridos extracelulares como los
glucanos también estan implicados en el desarrollo de la endocarditis infecciosa,
éstos conforman el esqueleto de la placa dental y se sintetizan por los
estreptococos. Se ha encontrado que las especies de estreptococos que producen
glucanos se adhieren mejor a los coagulos de plaquetas-fibrina, que las especies
no productoras, y los glucanos sintetizados por S. sanguinis son mas efectivos en

la induccién de endocarditis experimental que las especies no isogénicas (17).

Finalmente, el ciclo de adhesion y deposicion de fibrina y plaguetas en las
vegetaciones se repite una y otra vez, dentro de las cuales los microorganismos
adherentes proliferan para formar densidades microbianas de 10° a 10'° UFC/g de

vegetacion (37).
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Figura 3. Colonizacion bacteriana del endotelio valvular. En respuesta al dafio valvular las
células del estroma y las proteinas de la matriz extracelular activan la deposicion de
fibrina a la que se adhieren los estroptococos (panel A), lo cual atrae a monocitos e
induce la produccion de factor tisular (TFA) y citocinas (panel B), estos mediadores
activan la cascada de coagulacion, se atraen y activan plaquetas y se induce la expresion
de citocinas e integrinas, estimulando el crecimiento de la vegetacion (Moreillon P, 2004)

3.5.5. Patofisiologia
Las vegetaciones sobre la valvula nativa pueden interferir mecanicamente con el

movimiento de la valvula y causar regurgitacién valvular. El crecimiento de la
vegetacion a menudo resulta en perforacion de la valva y puede causar la ruptura
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de cuerdas tendinosas. La infeccion también puede extenderse fuera de las valvas
de la valvula en las estructuras circundantes, como la unién al seno tubular, el

anillo, el miocardio, el sistema de conduccion, o la fibrosa intravalvar (42).
3.5.6. Manifestaciones clinicas

Las consecuencias fisiopatoldgicas y las manifestaciones clinicas de la El se
deben a la lesion de las estructuras intracardiacas, la embolizacion de fragmentos
de las vegetaciones, que originan infeccion o infarto en sitios distantes, la infeccién
hematdgena durante la bacteremia y la lesion histica por el depdsito de
inmunocomplejos circulantes o por respuestas inmunitarias frente a los antigenos

bacterianos depositados.

La historia clinica de la El es sumamente variable segun el microorganismo
causal, la presencia o ausencia de cardiopatia preexistente y el modo de
presentacion. Los sintomas clasicos incluyen fiebre y soplo cardiaco. Se presentan
fendmenos vasculares e inmunolégicos como las hemorragias en astilla,
patequias, nédulos de Osler, lesiones de Janeway, las manchas de Roth, y los
émbolos al cerebro, al pulmén o al bazo. Dentro de los datos de laboratorio se

encuentran niveles elevados de proteina C reactiva (28).

3.5.7. Diagnostico

El diagndstico de la El se realiza con base en los datos clinicos, microbiologicos y
ecocardiograficos, con los cuales se ha desarrollado un esquema sensible y

especifico, denominado criterios de Duke (Tabla 1)

Tabla 1. Criterios Duke modificados para el diagnéstico de la El

Criterios mayores

1. Hemocultivo positivo
Microorganismos tipicos de El obtenidos de dos hemocultivos independientes
S. viridans, S. bovis, grupo HACEK, S. aureus o
Enterococos adquiridos en la comunidad en ausencia de un foco principal
0
Microorganismos compatibles con la EI con hemocultivos persistentemente positivos:
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Al menos dos posibles cultivos positivos de muestras sanguineas tomadas a
intervalos >12 h o
Tres 0 = 4 hemocultivos diferentes, con por lo menos 1 h entre la extraccion del
primero y el dltimo.
0
Hemocultivo positivo Unico para Coxiella burnetii o un titulo de anticuerpo IgG de fase |
>1:800

2. Evidencia de afeccion encardica
Ecocardiografia positiva para El
Vegetacién, absceso; nueva dehiscencia parcial de valvula protésica
Nueva regurgitacién valvular

Criterios menores

1. Predisposicién: cardiopatia predisponente, consumo de drogas por via
intravenosa, El previa, valvula protésica.

2. Temperatura corporal: 238.0°C

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

4. Fenomenos inmunitarios: glomerulonefritis, nddulos de Osler, manchas de Roth,
factor reumatoide.

5. Datos microbiol6gicos: hemocultivo positivo que no cumple los criterios mayores
o evidencia serologica de infeccién activa por un microorganismo compatible con
El.

El diagndstico de El es definitivo en presencia de
e 2 criterios mayores, 0
e 1 criterio mayor y 3 menores, 0
e 5 criterios menores.

El diagnostico de El es posible en presencia de
e 1 criterio mayor y 1 menor, o
e 3 criterios menores.

3.5.8. Tratamiento

Es dificil erradicar bacterias de la vegetacion vascular en la El, ya que este sitio
tiene una respuesta inmunitaria deficiente y dado que los microorganismos que se
encuentran en la profundidad de las vegetaciones son metabdlicamente inactivos,
tienen una menor reactividad a los efectos bactericidas de los antibioticos; por lo

tanto el tratamiento debe ser prolongado y bactericida, no bacteriostatico. En
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general, se administran antibidticos por via parenteral y deben alcanzar
concentraciones séricas elevadas que, a través de la difusibn pasiva, lograran
concentraciones eficaces en las profundidades de la vegetacion. La seleccion del
tratamiento eficaz requiere conocer la susceptibilidad de los microorganismos

patogenos.
3.5.9. Prevencién

Antiguamente, la American Heart Association con la asociacion de otras
sociedades médicas internacionales y nacionales, recomendaba la realizacién de

profilaxis ante numerosos procedimientos que inducen bacteremia.

Sin embargo, la falta de consenso generalizado y de evidencia cientifica referida a
los beneficios del tratamiento antibidtico preventivo para la profilaxis de El
asociada a procedimientos dentales y de otros sistemas, condujo a publicar una
nueva guia, en la cual no se recomienda la administracion de antibiéticos
previamente a los procedimientos odontolégicos, ni de los aparatos
gastrointestinal o genitourinario, excepto en aquellos pacientes con mayor riesgo
de padecer EI; o cuando, en procedimientos dentales se manipula el tejido gingival
o la region periapical de los dientes o para la perforacion de la mucosa oral
(25,37).

3.6.Sistemainmune.

El sistema inmune es la primera linea de defensa contra infecciones, censa,
responde y modula a microorganismos y productos microbianos. El sistema
inmunitario consta de 2 lineas de defensa principales, inmunidad innata e

inmunidad adaptativa.

El reconocimiento del sistema inmune innato se basa en la deteccion de motivos
conservados de los microorganismos conocidos como patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs). Estd mediado por barreras epiteliales; células

especializadas como fagocitos, macrofagos, células dendriticas y monocitos;
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proteinas circulantes (complemento, colectinas, pentraxinas); citocinas,
quimiocinas y receptores de reconocimiento de patrones que estan codificados en
la linea germinal, entre ellos los receptores semejantes a Toll (TLR), tipo NOD
(NLR) entre otros.

Los TLR activan a las células inmunes a través de vias de sefalizacion
intracelulares después de la interaccion con los PAMPs tales como polimeros
vinculados a lipidos de la pared celular bacteriana, también llamados
macroanfifilos, como el LPS de bacterias Gram-negativo, el LTA de bacterias
Gram-positivo y lipoglicanos de micobacterias, desencadenando una respuesta
inflamatoria. Activan a macréfagos para estimular la sintesis y secrecion de
importantes citocinas proinflamatorias, incluyendo TNF, IL-18 e IL-6 que coordinan
las respuestas locales y sistémicas. TNF e IL-1B, a su vez, activan al endotelio
local para inducir la vasodilatacion y aumentar la permeabilidad de los vasos
sanguineos, lo que permite a las proteinas del suero y a los leucocitos ser
reclutados al sitio de la infeccion. Ademas, la IL-1f junto con la IL-6 activan
hepatocitos para la produccion de proteinas de fase aguda, incluyendo colectinas
y pentraxinas. Estas proteinas a su vez, activan al complemento y opsonizan

patdgenos para la fagocitosis por macrofagos y neutréfilos (45—-47).

3.7.Receptores semejantes a Toll

Los receptores semejantes a Toll se denominan asi por su similitud con la proteina
codificada por el gen Toll, identificada en Drosophila melanogaster como un
componente esencial del desarrollo embrionario. En 1996 se demostré que la
proteina Toll juega un papel fundamental en la respuesta inmune de Drosophila al
inducir la transcripcion de un gen que da lugar a un péptido antifungico en
respuesta a una infeccion por hongos (48). Posteriormente, se identificaron genes
relacionados en plantas, gusanos, aves y mamiferos, lo cual demostré su
importancia en la escala evolutiva como parte del sistema inmune innato.
Actualmente, se han identificado diez TLRs en seres humanos y sus ligandos
especificos (48-50) (Tabla 2).
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Tabla 2. Ligandos de los diferentes TLRs

TLR Ligandos exégenos Ligandos endbégenos
TRL 1 Lipopéptidos tri-acetilados ND
Lipopéptidos, ) _ _
TLR 2 peptidoglucanos, LTA, Hspe0; Hsp70; Gpoe;
. HMGB1
porinas, LPS, zymosan
TLR 3 dsARN, poly (I:C) mMARN
Hsp60; Hsp70; Gp96;
HMGBZ1,; fibrinbgeno,
LPS (lipido A), proteina F proteina surfactante A,
TLR 4 de virus sinsital fibronectina dominio extra
respiratorio A, heparansulfato, [3-
defensina 2, acido
hialurénico
TLR 5 Flagelina ND
TLR 6 Lipopéptidos di.acetilados ND
TLR 7 SSARN SSARN
TLR 8 SsARN ssARN
TLR 9 CpG ADN ADN
TLR 10 ND ND
ND= No determinado

Los TLR son glicoproteinas transmembrana tipo 1 conformados por un dominio
extracelular N-terminal con repeticiones ricas en leucina (LRR), seguido de un
dominio transmembrana rico en cisteina, y un dominio intracelular C-terminal con
una region conservada denominada dominio de homologia del receptor
Toll/Interlucina-1 (TIR). EI dominio LRR media la unién con el ligando, mientras
que el dominio TIR se requiere para la interaccion y el reclutamiento de varias
moléculas adaptadoras, que activan la via de sefalizacion corriente abajo (Figura

4).

Los TLR se expresan tanto en células inmunes como en células no inmunes.
Aunqgue las células dendriticas, neutréfilos y macréfagos expresan un panel casi
completo de los diferentes TLR, existen células no inmunes que también expresan

TLRs funcionalmente activos, como células epiteliales, queratinocitos, células del
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SNC, fibroblastos y cardiomiocitos, entre otros, en respuesta a una alteracion de la

homeostasis.

Dominio
extracelular LRR
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_ ~ 'l. N
& A2 Dominio
:f"«',.'. 7% intracelular TIR

Figura 4. Estructura del TLR. Se conforma por un dominio extracelular con repeticiones
ricas en leucina N-terminal (LRR-NT) y C-terminal (LRR-CT), seguido de un dominio
transmembrana y un dominio intracelular con una regién conservada denominada dominio
de homologia del receptor Toll/Interlucina-1 (TIR) (Bell JK, et.al., 2003).

3.7.1. TLR 2

El TLR 2 se localiza en la membrana celular. Forma heterodimeros con TLR 1,
TLR 6 o TLR 10; el TLR 1/TLR 2 reconoce lipopéptidos triacilados, mientras que
TLR 2/TLR 6 reconoce lipopéptidos diacilados. Actualmente, se desconoce el
ligando para TLR 2/TLR 10. Ademas, el TLR2 reconoce otros ligandos como los
componentes de la pared celular bacteriana, tales como LTA o peptidoglucano,
componentes de la pared celular micobacteriana como lipomannas y, zimozan,
componente de la pared celular de levaduras. La versatilidad de la union de

diversos ligandos con el TLR 2 ha sido explicada por su capacidad para formar
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heterodimeros con otros TLRs y por el uso de coreceptores para el reconocimiento
de PAMPs. Respecto a esto, se ha encontrado que CD14 y CD36 mejoran la
respuesta de los ligandos del TLR 2 (50,51).

3.8.Acido lipotecoico

El LTA es un macroanfifilo encontrado en la pared celular de las bacterias Gram-
positivo. Su estructura consiste en unidades repetidas de poliglicerolfosfato (PGP)
unidas a la membrana citoplasmatica por un glicolipido que generalmente,
consiste en gentiobiosil diacilglicerol. La posicion C-2 de los residuos de glicerol
del PGP est4 sustituida por azucares, tales como galactosa, diglucosa o residuos
de N-acetilglucosamina, o por D-alanina, mediante enlaces glicosidicos o enlaces
éster, respectivamente. La cadena de PGP se une covalentemente a la parte
lipidica de la molécula en la posicion C-6 de la glucosa del gentiobiosil (45,51-54)
(Figura 5).
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Figura 5. Estructura del LTA. Consiste en unidades repetidas de poliglicerolfosfato (PGP)
unidas a una molécula de gentiobiosil diacilglicerol. La posicién C-2 de los residuos de
glicerol del PGP esta sustituida por residuos de N-acetilglucosamina, o por D-alanina
(Reichmann NT, et. al., 2011).
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El LTA es un factor de virulencia potencial y participa en la fisiopatologia de
multiples enfermedades, causadas por estreptococos del grupo A y B, entre las
que se encuentran la inflamacion gingival y la endocarditis infecciosa causada por

estreptococos orales.

En estos padecimientos, probablemente el LTA actia como una molécula de
adhesion facilitando la colonizacion y la invasidon de bacterias en los tejidos
profundos, estimulando el estallido respiratorio, la exocitosis de enzimas
lisozomales, y actuando, ademas, como un inductor de una gran variedad de
mediadores proinflamatorios que incluyen al TNF-a, la IL-18, la IL-6 y la IL-8 (52).
Ademas, como resultado de la interaccion del LTA con una amplia variedad de
tipos celulares, se induce, también, la produccion de la proteina ciclooxigenasa 2
(COX-2) y la secrecion de proteina inflamatoria de macréfagos 1 (MIP-1) (54).

La heterodimerizacion del TLR 2/TLR 6 parece ser importante para el
reconocimiento del LTA debido a su region diacilada, tal como se describe para
otros lipidos diacilados como los lipopéptidos (51). Sin embargo, Kang vy
colaboradores (55) reportaron que en la estructura cristalina del TLR 2 en unién
con el LTA, las dos cadenas del acilo de las unidades de diacilglicerol se insertan
en la hendidura hidrofobica del TLR 2 con gran afinidad, pero sin inducir la
heterodimerizacion con el TLR6. La controversia sobre el reconocimiento del LTA
puede atribuirse a que la estructura glicolipidica (regién inmunoldégicamente activa)
diverge entre las bacterias Gram-positivo de una manera especifica del género
(56).

3.9.Via de sefalizacion.

El reconocimiento de ligandos por los TLRs estimula el reclutamiento de varias
proteinas adaptadoras intracelulares que contienen el dominio TIR como la
proteina de diferenciaciéon mieloide (MyD88). EI TLR 2 al reconocer al LTA da
lugar al reclutamiento de MyD88 con ayuda de Mal (adaptador similar a Myd88),
también denominada proteina adaptadora con dominio TIR (TIRAP), que actua

como enlace entre el TLR 2 y MyD88. El reclutamiento de adaptadores
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desencadena la via de sefalizacion, en este caso, la via de senalizacion
dependiente de MyD88.

La asociacion TLR/MyD88 estimula el reclutamiento de la cinasa asociada al
receptor de IL-1 (IRAK)-4, que activa a otros miembros de la familia IRAK (IRAK-1
e IRAK-2). A continuacion, las cinasas IRAK se disocian de MyD88 e interactian
con el factor asociado al receptor de TNF-6 (TRAF-6), que actia como una ligasa
de ubiquitina (E3). Junto con el complejo de enzimas conjugadoras de ubiquitina
(E2) conformadas por Ubcl3 y UevlA, TRAF-6 cataliza la formacion de una
cadena de poliubiquitina vinculada a una lisina 63 (K63), que a su vez activa a la
cinasa 1 del factor de crecimiento transformante- (TAK1), una MAPKKK. TAK1 en
combinacion con TAB1, TAB2 y TAB3 (proteinas de unién a TAK) activan dos vias
corriente abajo; por una parte, fosforilan a la cinasa de IkB (IKK), lo que activa a

NF-KB vy, por otra, activa a la familia MAPK (57,58) (Figura 6).

El complejo IKK, compuesto de las subunidades cataliticas IKKa e IKKB y la
subunidad regulatoria IKKy/NEMO, cataliza la fosforilacion de IkB. Esta
fosforilacién conlleva a la ubiquitinacion y degradacion de IkB, por lo que NF-KB
(subunidades p50/p65) queda libre para translocarse al nacleo, donde controla la
expresion de genes de citocinas inflamatorias Por otra parte, miembros de la

familia MAPK fosforilan y activan al factor de transcripcion AP-1. (57-59).

3.9.1. Proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPKS)

Las proteinas cinasas activadas por mitdgeno (MAPK) son un grupo de proteinas
serina/treonina cinasas, altamente conservadas en especies eucariotas. La familia
MAPK tiene un papel importante en los procesos celulares, tales como la
proliferacion celular, respuestas al estrés, apoptosis y la respuesta inmune (60).
Hay tres clases principales de cinasas MAP en seres humanos: cinasa regulada
por sefales intracelulares (ERK1 y ERK2), cinasa Jun N-terminal (JNK) y cinasa
MAP p38 (p38).
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Figura 6. Via de sefalizacién dependiente de Myd88. La asociaciéon del TLR 2 con LTA
estimula el reclutamiento de miembros de la familia IRAK al dominio de muerte (DD) de
MyD88, donde son fosforilados; una vez activos reclutan a TRAF6, quien a través de la
sintesis de cadenas de poliubiquitina, activa a TAK1. TAK1 en combinacién con TAB1 y
TAB2 activan dos vias corriente abajo: la translocacion de NF-xB al nucleo y la activacion
de la familia MAPK (Arthur JSC, et. al., 2013).

Las sefiales que conducen a la activacién de MAPK por lo general se inician en la
superficie celular, principalmente por diversos receptores unidos a la membrana.

Las vias de MAPK son activadas a través de cascadas secuenciales de
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fosforilacién, comenzando con la fosforilacion de las cinasas MAPK (MAPKKS) en
residuos de serina y/o treonina por cinasas cinasa MAPK (MAPKKKSs), como TAK1
y el tumor progression locus 2 (TPL2) (61). Las MAPKKSs activadas fosforilan a las
MAPKs en los residuos adyacentes treonina y tirosina en el motivo conservado
Thr-X-Tyr (donde X denota al acido glutamico en ERK, prolina en JNK vy glicina en
p38), que se encuentra en el asa reguladora entre los subdominios VIl y VIII de su
estructura primaria (60,61). Una vez activas las MAPKSs fosforilan sustratos diana

en residuos serina o treonina seguido por una prolina.

En la via de sefalizacion dependiente de MyD88, cuando TAB1 y TAB2 reclutan a
TAK1 a la cadena K63 poliubiquitinada de TRAF6, TAK1 activa la via de p38,
mediante la fosforilacion de MEK3 y MEK6 y la via de JNK, mediante la
fosforilacion de MEK4 y MEKY. Por otra parte, NEMO también se une a la
poliubiquitina K-63, lo que recluta a IKKa e IKKB. Esto facilita la fosforilacién de
IKKB por TAK1. IKKB induce la protedlisis de la subunidad precursora p105 de NF-
kKB, que media TPL2, el cual tras su liberaciéon puede activar la via de ERK a
través de la fosforilacion de MEK1 y MEK2 (61) (Figura 6).

La fosforilaciébn de los residuos de treonina y tirosina en MAPKSs resulta en un
cambio conformacional de la proteina que aumenta la accesibilidad del sustrato y
mejora la catdlisis (60). Las proteinas MAPK activadas pueden fosforilar una
amplia gama de blancos corriente abajo, incluyendo proteinas cinasas y factores
de transcripcion, lo que conduce a la expresion de genes que resultan en una

respuesta bioldgica.

3.10. Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de compuestos polifendlicos, producto del
metabolismo secundario de plantas superiores, presentes desde la raiz hasta los
frutos. Quimicamente son compuestos del tipo Cg-C3-Cs. Después de un
reacomodo molecular quedan constituidos por un benzopirano (anillos Ay C) y un

benceno (anillo B), por lo que se denominan 2-fenilbenzopiranos (Figura 7).
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Figura 7. Estructura quimica de los flavonoides.

3.10.1. Clasificacion

Los flavonoides se clasifican con base en el grado de oxidacion y saturacion

presentes en el anillo heterociclico C, y se pueden dividir en los siguientes grupos
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Figura 8. Clasificacion de los flavonoides
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3.10.2. Biosintesis

Los flavonoides son metabolitos secundarios vegetales de origen biosintético
mixto: el anillo A (Cs) proviene de la ruta acetato-malonato y, el anillo B (Cg) y la
cadena Cj3 provienen de la ruta del acido siquimico. A partir de la ruta del acido
siguimico se forma el aminoacido fenilalanina, el cual sufre desaminaciéon por la
enzima L-fenilalanina amonio liasa (PAL), dando lugar al &cido cinamico. Este se
conjuga con la coenzima A y forma el cinamoilCoA. Por otra parte, a partir de la
ruta acetato-malonato se forman 3 unidades de malonilCoA, las cuales se
condensan con el cinamoilCoA por accion de la chalcona sintetasa (CHS) (63).
Después de una reaccion de tautomerizacion se forma una chalcona, precursora
de las demés clases de flavonoides. Finalmente, ocurre una reaccion de ciclacion
gue cataliza la enzima chalcona isomerasa (CHI), originando la estructura de los

flavonoides con dos anillos aroméaticos unidos por un heterociclo (Figura 9).
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Figura 9. Biosintesis de los flavonoides.
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El patron de oxigenacion de los anillos aromaticos de los flavonoides puede
tomarse como un indicio del origen del polifenol, pues aquellos derivados del
acetato-malonato conservan el patron meta, mientras que los derivados del acido

siquimico, guardan relacion orto.

3.10.3. Propiedades bioldgicas.

En los ultimos afios, diversos estudios han descrito que los flavonoides presentan
una amplia gama de propiedades bioldgicas, como son: propiedades anti-
inflamatoriass, antioxidantes, antineoplasicas, quimioprotectoras, antiplaguetarias,
cardioprotectoras, hepatoprotectoras y antivirales (1-3), poniendo de manifiesto

sus efectos benéficos.

3.10.3.1. Propiedades antiinflamatorias.

Actualmente, existe una gran variedad de medicamentos en el mercado para tratar
la inflamacién; sin embargo, van acompafiados de efectos secundarios como
Ulceras gastricas. Por lo tanto, la busqueda de nuevos compuestos sigue siendo
un tema de interés, con el objetivo de encontrar principios activos que tengan la
misma eficacia que los ya conocidos, pero con menos reacciones adversas,

abriendo la posibilidad a compuestos de origen natural, como los flavonoides.

Diversas investigaciones han demostrado, tanto en modelos in vitro como en
modelos in vivo, que los flavonoides ejercen su actividad antiinflamatoria debido a
su interaccion con un amplio espectro de blancos moleculares centrales en la
sefalizacion celular. Los mecanismos moleculares incluyen a) depuracion de
radicales libres, b) regulacion de la actividad celular de células inflamatorias, c)
modulacién de la actividad enzimatica del metabolismo del acido araquidénico y
de la 6xido nitrico sintasa, d) modulacién en la produccion de moléculas

proinflamatorias y €) modulacion de la expresion de genes proinflamatorios (64).

Dentro del metabolismo del acido araquidénico, hay dos enzimas principales que
juegan un papel importante en la respuesta inflamatoria: la ciclooxigenasa 2 (COX-

2) y la lipooxigenasa (LOX), las cuales catalizan la formacion del &acido
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araquidénico a prostaglandinas y a leucotrienos, respectivamente, Se ha
encontrado que los flavonoides pueden modular el metabolismo del &acido
araquiddnico en diferentes etapas: mediante la inhibicion de la fosforilacion de la
fosfolipasa A, la inhibicion de la actividad enzimatica de COX-2 y LOX y la
inhibicion en la expresion de COX-2, disminuyendo, de esta manera, la formacion

de mediadores de la inflamacion (64,65).

Por otra parte, se ha observado que varios flavonoides son capaces de disminuir
la expresion de diferentes citocinas proinflamatorias y quimiocinas como TNF-q,
IL-18, IL-6, IL-8, MCP-1, en diferentes tipos celulares (66). Ademas de las
citocinas, se ha encontrado que los flavonoides pueden regular la producciéon de
moléculas proinflamatorias a través de la inhibicion en la fosforilacion de cinasas
como la proteina cinasa C (PKC) y las MAPKSs, lo que conlleva a una disminucién

en la respuesta inflamatoria (64,66).

Asi mismo, investigaciones recientes sugieren que los flavonoides actian como
moduladores de la expresion génica proinflamatoria (64). Los mecanismos por los
qgue los flavonoides bloquean la expresién de genes aun se desconocen, pero
algunos estudios sugieren que se debe a una supresion en la actividad
transcripcional debido a su capacidad de interactuar con factores de transcripcion,
como NF-kB o AP-1 (64,66,67).

Muchos de los genes que estan implicados en la iniciacién de la respuesta
inflamatoria estan regulados a nivel transcripcional por NF-kB, como TNF-a, IL-6,
IL-8, y otras quimiocinas; MHC de clase Il; ICAM-1; iNOS, y COX-2. Se ha
demostrado que varios flavonoides pueden regular la producciéon de mediadores
de la inflamacion a través del bloqueo de la ruta de NF-kB en diferentes niveles,
que incluyen, la prevencion de la translocacion nuclear de las subunidades
p50/p65 de NF-kB, por la inhibicion de la fosforilacion y subsecuente degradacion
de la proteina IkBa, por reduccion en la actividad de IKK, o por el blogueo en la
unién ADN/NF-KB (66).
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3.11. Naringina

La naringina es un flavonoide que se encuentra en el pericarpio de la cascara de
la toronja y otras frutas citricas relacionadas y es el responsable del sabor amargo.
Su estructura quimica consiste en un glucésido flavonico; la aglicona del glucésido
corresponde a una flavanona, y el glucido corresponde a un disacarido

conformado por una glucosa y una ramnosa, el cual se encuentra unido al carbono
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Figura 10. Estructura de la naringina (4", 5, 7-trihidroxiflavanona-7-ramnoglucésido).

3.11.1. Propiedades biolégicas.

La naringina presenta un amplio espectro de propiedades farmacolégicas y
terapéuticas. Se le han atribuido propiedades antioxidantes (68,69),
antiaterogénicas (70), antitusivas (71) antiinflamatoriass (72-78),
anticarcinogénicas (70,79), gastroprotectoras (80), asi como propiedades
antihipertensivas (81). También es capaz de reducir los niveles de colesterol en
sangre, previniendo trombosis, de inhibir la peroxidacion de lipidos en membranas
bioldgicas (70), de proteger el dafio cromosémico inducido por radiacion en células
de médula 6sea de ratén (82) y de inhibir la formacion de osteoclastos y la
resorcion 6sea (83). Asi mismo, hay estudios que demuestran que la naringina
disminuye la apoptosis en varios tipos celulares ante diversos estimulos
citotoxicos (68,84,85). Recientemente, se ha demostrado que la naringina exhibe
efectos neuroptotectores (85-87), desempefia papeles benéficos en la diabetes

(88), en el sindrome metabdlico y en el deterioro de la memoria.
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4. OBJETIVOS

4.1.0bjetivo general

e Determinar el efecto del flavonoide naringina sobre la sefalizacion

intracelular inducida por LTA en cardiomiocitos de rata neonatal H9c2.

4.2.0bjetivos especificos

e Determinar el efecto de la naringina sobre la fosforilacion de las proteinas
MAPK’s (ERK, p-38 y JNK) inducida por LTA en cardiomiocitos de rata
neonatal (H9c2).

e Determinar el efecto de naringina sobre la expresion de IL-1B inducida por
LTA en cardiomiocitos de rata neonatal (H9c2).

e Determinar el efecto de naringina sobre la translocaciéon nuclear de NF-«kB

inducida por LTA en cardiomiocitos de rata neonatal (H9c2).
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5. HIPOTESIS

El flavonoide naringina posee actividad antiinflamatoria, entonces regulara la
fosforilacion de las proteinas MAPK's, asi como la translocacion nuclear de NF-«B,
disminuyendo la secrecion de IL-1B, en cardiomiocitos de rata neonatal H9c2

estimulados con LTA.

38



MATERIALES Y METODOS

6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Poblaciéon de estudio

Linea celular derivada de cardiomiocitos de rata neonatal Rattus novegicus H9c2
(ATCC CRL-1446).

6.2. Tamafio de la muestra
1, 000, 000 de células (1 x 10° células).
6.3.Metodologia
6.3.1. Cultivo celular

La linea celular derivada de cardiomiocitos de rata neonatal H9c2 se cultivd en
medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) con rojo de fenol (GIFCO BRL)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (SBF) (GIFCO BRL), 2mM L-
glutamina (Invitrogen), penicilina / estreptomicina / fungizona (Invitrogen) 100
ug/ml, 100 pg/ml y 1 mg/ml respectivamente Las células se incubaron a 37 °C y
5% CO.. El medio se cambid hasta que las células alcanzaron una confluencia del
70-80%

6.3.2. Tratamiento celular

Las células H9c2 se sembraron en cajas de 6 pozos y se incubaron en medio
DMEM al 2% SBF con el flavonoide naringina (Sigma) a concentraciones de 2, 5,
10 y 15 uM por 30 min. Posteriormente, se adicion0 LTA de S. sanguinis (Sigma) a

una concentracion de 15 pg/mL por 15 min.
6.3.3. Viabilidad celular

Las células H9c2 se sembraron en caja de 96 pozos. Se realizé el tratamiento con
naringina (2, 5, 10 y 15 uM) y naringina con LTA (15 pg/mL) por 6 h. Se adicion6
una soluciéon de MTT (bromuro de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolio)

(0.5 mg/ml) a cada pozo y se incubé a 2 h a 37°C y 5% CO,. Posteriormente, el
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sobrenadante se retirdo y la formacibn de formazan se solubiliz6 con

dimetilsulféxido (DMSO) y se midié a 540 nm con un lector de placas.
6.3.4. Western-blot

Después del tratamiento, se adicion6 solucién amortiguadora de fosfatos salino pH
7.2 (PBS) (NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM Na;HPO, 10 mM, KH,PO4 2 mM) + 1 mM
NaszVO,, las células se recuperaron por raspado y el homogenizado se centrifugo a
12,000 rpm durante 15 min a 4°C. Las células se lisaron con solucién de lisis (50
mM Tris-HCI, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 10 pg/mL leupeptina, 50
Mg/mL aprotinina, 0.4 mM NazVO4, 10 mM NaF y 10 mM NayP,07) sobre hielo y se
sonicaron a 15 hertz por 30 segundos. La proteina total se cuantificé con el
reactivo de Bradford (Bio-Rad) a 280 nm. Las muestras de proteina (50 pg) se
mezclaron 1:1 con solucion de muestra SDS-PAGE (0.5 mM Tris-HCI, pH 6.8, 25%
glicerol, 1% azul de bromofenol, 4% B-mercaptoetanol), se calentaron en bafio
seco a 70°C durante 5 min y se separaron por electroforesis en geles de
poliacrilamida al 10% (Mini-PROTEAN). Se transfiri6 a una membrana de
polivinilidina difluorada (PVDF) (Amersham GE) en una camara semi-hiumeda (15
V por 1 h). Posteriormente, las membranas se bloquearon en una solucion 5% de
leche libre de grasa durante 1 h a temperatura ambiente y se lavaron 3 veces con
solucion salina Tris (TBS)-Tween pH 7.8 (NaCl 20mM, Trisma 137 mM). Las
membranas fueron incubadas, por separado, durante toda la noche a 4°C con los
anticuerpos: p-ERK 1/2, ERK 1/2, p-p38, p38, p-JNK y JNK (Santa Cruz
Biotechnology) en diluciones 3:10000. Se lavaron 3 veces con TBS-Tween y se
incubaron a temperatura ambiente durante 1 h con anticuerpos secundarios
conjugados a peroxidasa (Santa Cruz Biotechnology) en dilucion 3:10000. Para la
deteccién de bandas se utilizd un equipo de quimioluminiscencia (Santa cruz

Biotechnology) y placas autoradiograficas (Amersham GE).
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6.3.5. Extraccion de ARN total.

El ARN se aisl6 de las células H9c2 previamente tratadas con el flavonoide y el
estimulo con LTA durante 4 h. Después de este tiempo se extrajo el medio de la
caja de 6 pozos, se adicionaron 500 puL de Trizol (In vitrogen) a cada pozo en un
bafio de hielo durante 5 min, el Trizol se transfiri6 a tubos Eppendorf y se
adicionaron 250 pL de cloroformo en una dilucién 1:49, se incubaron 5 minutos y
se centrifugaron a 12,000 xg por 15 min a 4°C. De las fases obtenidas se extrajo la
fase acuosa y se coloco6 en tubos Eppendorf nuevos. Posteriormente, se precipitd
el ARN adicionando 250 pL de isopropanol. Las muestras se centrifugaron a
12,000 xg por 15 min a 4°C, se decantd el sobrenadante y se dejaron secar.
Finalmente, el ARN se resuspendi6 en 20 pL de agua dietil pirocarbonada (DEPC).

La cantidad de ARN extraido se determind espectrofotométricamente a 260 nm.

6.3.6. Transcripcion reversay reaccion en cadena de la polimerasa
punto final (RT-PCR).

El ARN total (1 pg) se transcribié en forma inversa (RT) usando el reactivo One
Step RT-PCR (Invitrogen). La reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) se
realiz6 utilizando los siguientes oligonucledtidos: IL-18, sentido: 5°-
CAACGGTTCCTTCTCCTATCTC-3', antisentido: 3 -TTGCTTAGTAAA
TGCTCGCTTC-5"; GAPDH, sentido: 5-CAACGGTTCCTTCTCCTATCTC-3',
antisentido: 3-TTGCTTAGTAAATGCTCGCTTC-5". Los oligonucleétidos se
disefiaron a partir de secuencias publicadas en Gen Bank para cada gen; las
secuencias de los primers se obtuvieron en Primer-Blast, se seleccionaron las mas
convenientes de acuerdo al tamafio del producto y se mandaron sintetizar. Las
condiciones de la amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién a 94°C por
1 min, alineamiento a 55°C por 1 min y extensién a 72°C por 1.5 min. La reaccion
PCR se efectud por 35 ciclos. Los productos de la amplificacion se analizaron por
electroforesis en una camara horizontal (Horizon) en geles 2% de agarosa tefidos

con bromuro de etidio. El gel se observo en un transiluminador de rayos UV.
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6.3.7. Inmunocitoquimica.

Las células se sembraron sobre cubreobjetos colocados en los pozos de la caja de
cultivo. Posterior al tratamiento, las células H9c2 se fijaron por 30 min con 3% de
paraformaldehido. A continuacién, se permeabilizaron durante 5 min con Tritdn
0.1% y se lavaron 3 veces con PBS. Se bloguearon con una solucion 5% de leche
libre de grasa en PBS durante 1 h a 37°C y se incubaron con el anticuerpo
p65/NF-kB (1:250) e IkB (1:250) durante 1 h a 37 °C. Después de 3 lavados, las
células se incubaron con anticuerpos secundarios conjugados con FIT-C (495nm
/519nm) y rodamina (540nm /570nm) durante 1 h a 37°C. Las muestras se
montaron en portaobjetos con 1uL de DAPI (461 nm) para la tincion de los nucleos
celulares y se observaron en un microscopio confocal OLYMPUS fv1000 a un
objetivo de 60x para los tres fluorocromos. La imagenes se analizaron en el

programa fv1000.
6.3.8. Analisis estadistico.

Las bandas obtenidas de los ensayos de Western-blot y RT-PCR fueron
sometidas a un andlisis densitométrico mediante el uso del Software DigiltDoc. Se
realiz6 un analisis estadistico a través de la prueba t-Student con el programa
GraphPad Prism 4. Se utilizé un intervalo de confianza del 95% por lo que se
consideraron como estadisticamente significativos aquellos datos que tuvieron un

valor de p < 0.05. Los datos se expresaron como la media + D.E.
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7. RESULTADOS.
7.1.Efecto de la naringina sobre la viabilidad celular en células H9c?2.

Para determinar que las concentraciones de naringina a emplear no fueran toxicas
para las células, se analiz6 el efecto de la naringina en la viabilidad de las células
H9c2, mediante un ensayo MTT. Los resultados muestran que a concentraciones
de 2-15 pM por 24 h, la naringina no tiene efectos citotdéxicos en la proliferacion

celular (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de la naringina sobre la viabilidad celular de células H9c2. Se
sembraron células H9c2 en caja de 96 pozos por 24 h. Posteriormente, las células se
trataron con naringina a diferentes concentraciones (2, 5, 10 y 15 yuM) por 24 h. La
viabilidad celular se determiné con un ensayo MTT. Los datos se presentan como la
media £ D.E. (n=6) de dos experimentos independientes.

7.2.Efecto de la naringina en la via de sefializacion de las MAPK activadas
por el estimulo de LTA en células H9c2.

Una de las vias de sefalizacion implicadas en procesos inflamatorios es la via de
las MAPKSs, la cual puede ser activada cascada abajo después del reconocimiento
del LTA por el TLR 2. Por ello, con el propoésito de evaluar el efecto de la naringina
en la activacion de la via de las MAPKs por LTA, se realizaron ensayos de
Western-blot. Los resultados muestran que la induccién con LTA induce
significativamente la fosforilacion de ERK 1/2 (Figura 12), p38 (Figura 13) y JNK
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(Figura 14), la cual a su vez disminuye con el tratamiento de naringina de manera
dependiente de la dosis. Se puede notar que la naringina tiene un mayor efecto
sobre la cinasa p38 y JNK, pues a la concentracion de 15 pM disminuye por

completo la fosforilacion y, por ende, la activaciéon de ambas cinasas.
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Figura 12. Efecto de la naringina sobre la fosforilacion de ERK inducida por LTA. Las
células H9c2 fueron pretratadas con naringina (2, 5, 10 y 15 pyM) por 30 min, después se
adicioné LTA (15 pg/mL) por 15 min. Posterior a la incubaciéon p-ERK 1/2 y ERK 1/2
fueron analizados por Western-blot. Los datos se presentan como la media + D.E. (n=3).
*, p<0.05 comparada respecto al control; o, p<0.05 comparada respecto al tratamiento
con LTA.
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Figura 13. Efecto de la naringina sobre la fosforilacion de p38 inducida por LTA. Las
células H9c2 fueron pretratadas con naringina (2, 5, 10 y 15 pyM) por 30 min, después se
adicion6é LTA (15 pg/mL) por 15 min. Posterior a la incubacién p-p38 y p38 fueron
analizados por Western-blot. Los datos se presentan como la media = D.E. (n=3). *,
p<0.05 comparada respecto al control; 8, p<0.05 comparada respecto al tratamiento con
LTA.
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Figura 14. Efecto de la naringina sobre la fosforilacién de JNK inducida por LTA. Las
células H9c2 fueron pretratadas con naringina (2, 5, 10 y 15 yM) por 30 min, después se
adicion6 LTA (15 pg/mL) por 15 min. Posterior a la incubacién p-JNK y JNK fueron
analizados por Western-blot. Los datos se presentan como la media £ D.E. (n=2). *,
p<0.05 comparada respecto al control; 8, p<0.05 comparada respecto al tratamiento con
LTA.

7.3.Efecto de la naringina sobre la translocacién nuclear de NF-kB.

Después del reconocimiento del LTA por receptores como el TLR 2 se activan
mecanismos de transduccion, como la via de las MAPKs analizado previamente,
que convergen en la activacion de factores de transcripcion como NF-kB. Para
determinar el efecto de la naringina sobre la translocacion nuclear del factor de
transcripcion NF-kB, y por consiguiente su activacion, se realiz6 un ensayo de
inmunocitoquimica. Los resultados muestran que el LTA activa la translocacion de
NF-kB al nucleo al favorecer la degradacién de IkB, y que la naringina es capaz de
regular dicha activacion al disminuir la degradacion de IkB, y por ende, la

translocacion al nacleo y posterior activacion de NF-kB (Figura 15).
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DAPI kB NF-kB Colocalizacion

Figura 15. Efecto de la naringina sobre la translocacién nuclear de NF-«kB inducida por
LTA. Se muestran imagenes de inmunofluorescencia obtenidas mediante microscopia
confocal. En la primera columna observamos a los nucleos tefiidos con el fluorocromo
DAPI; en la segunda columna observamos la localizacion de IkB conjugado al fluorocromo

FIT-C; la tercera columna corresponde a la localizacién de NF-kB acoplado al fluorocromo
rodamina; en la Ultima columna se muestra la colocalizacion.
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7.4.Efecto de la naringina sobre la expresion de IL-1.

NF-kB y AP-1 son dos factores de transcripcion reguladores de la expresion
génica de moléculas proinflamatorias como IL-1, activados, por ejemplo, ante el
reconocimiento del LTA por su receptor. IL-1p desencadena una respuesta
sistémica ante la invasion por patdgenos al inducir la transcripcion de otros
mediadores inflamatorios como IL-8 y TNF-a. Por lo anterior, se decidio evaluar el
efecto de la naringina en la expresion de IL-1p mediante un ensayo de RT-PCR.
Los resultados muestran que el LTA desencadena la expresion de esta citocina
proinflamatoria y que la naringina exhibe un efecto antiinflamatorio al disminuir la

expresion de IL-1B (Figura 16).
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Figura 16. Efecto de la naringina sobre la expresion de IL-1B inducida por LTA. Las
células H9c2 fueron pretratadas con naringina (2, 5, 10 y 15 yM) por 30 min, después se
adicion6 LTA (15 ug/mL) por 4 hs. Posterior a la incubacion se extrajo ARN y se realizé un
ensayo de RT-PCR. Los niveles relativos de mARN fueron cuantificados por densitometria
y normalizados con mARN del control GAPDH Los datos se presentan como la media
D.E. (n=3). *, p<0.05 comparada respecto al control; 8, p<0.05 comparada respecto al
tratamiento con LTA.
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8. DISCUSION

Entre los principales microorganismos que se asocian con la El, se encuentra S.
sanguinis, colonizador primario de la placa dentobacteriana. S. sanguinis contiene
LTA, componente de la pared celular, que puede actuar como un importante
PAMP, capaz de estimular la respuesta inmune del hospedero. Se ha demostrado
que el LTA al ser reconocido por el receptor TLR 2 promueve la activacion de
mecanismos de transduccién como la via de MAPKs y la activacion de factores de
transcripcion incluyendo NF-kB y AP-1(89-92), lo que conduce a la expresion de
citocinas proinflamatorias y otros mediadores de la inflamacion. Por otra parte,
existen estudios que apoyan sustancialmente la idea de que los flavonoides
poseen una actividad antiinflamatoria potencial y tienen la capacidad de modular la
respuesta inmune (65) La naringina es uno de ellos, presente en el pericarpio de la
toronja, a quien se le han atribuido un gran numero de propiedades

farmacoldgicas, incluyendo propiedades antiinflamatoriass.

La presente investigacion se abocoO a investigar el efecto de la naringina sobre
algunos sistemas de transduccion de sefiales involucrados en la inflamacion.
Primeramente, hallamos que la naringina, a las concentraciones empleadas, no
presentd ningun efecto citotoxico durante un ciclo celular, lo que sugiere que la
activacion de las vias de sefializacion intracelulares fue debida al estimulo con

LTA y no a la naringina per se.

Demostramos que el LTA de S. sanguinis induce la activacion de ERK 1/2, p38,
JNK y del factor de transcripcion NF-kB, lo que promueve la expresion de IL-13 en
células H9c2. La activacion de ERK 1/2, p38 y NF-kB por LTA ha sido descrita

previamente en macrofagos (93) y células de musculo liso traqueal (91).

El aumento de la actividad de las MAPKs y de NF-kB, y su participacion en la
regulacion de mediadores de la inflamacién, los hacen objetivos potenciales para
la terapéutica antiinflamatoria. En este estudio demostramos que la naringina es
capaz de modular dichas vias de transduccion activadas por LTA, inhibiendo la

fosforilacion de las MAPKs y la translocacion de NF-kB al nucleo, de manera
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dependiente de la dosis. Otros estudios han demostrado que la naringina es capaz
de atenuar la secrecion de MUC5AC inducida por EGF en células A549, al inhibir
la fosforilacion de ERK 1/2, p38, JNK, NF-kB y AP-1 (94). Asi mismo, otros
investigadores encontraron que en células H9c2 la naringina inhibio la fosforilacion
de p38 (88) y en células SH-SY5Y inhibio la fosforilacién de p38 y JNK (84).

A nivel molecular, la via de las MAPKs puede ser modulada por varios
mecanismos en casi todos los pasos de la via, que incluye la desensibilizacion del
receptor y la desactivacion de los mediadores de la via. Sin embargo, al ser
activadas por fosforilaciéon, la desfosforilacion, mediada por fosfatasas, es uno de
los modos mas eficientes de desactivacion. Es probable que la naringina esté
favoreciendo la desfosforilacion de las cinasas activando a las fosfatasas, tales
como MKP3 o bien, esté inhibiendo la fosforilacion de las cinasas por unién
competitiva al sitio de fijacion de ATP, lo cual ya ha sido descrito como un medio
de los flavonoides para inhibir la actividad de cinasas (95). Es importante notar
que los flavonoides tienen una estrecha homologia estructural con inhibidores
especificos de la sefalizacion de ERK y de PI3K, como son PD98059 y LY294002,
respectivamente. Se ha demostrado que PD98059 in vivo actia como un inhibidor
altamente selectivo no competitivo de MEK 1, y LY294002 actda como un inhibidor
competitivo del sitio de ATP de PI3K. Esto plantea la posibilidad de que los

flavanoides puedan actuar sobre estas vias de una manera similar.

Por otra parte, encontramos que la disminucion en la fosforilacion de las MAPKs
fue dependiente de la concentracion de naringina. Resultados similares
demuestran que la quercetina es capaz de inhibir la liberacion de IL-6 mediante la
reduccion en la fosforilacion de p38 y PKC-8 de una manera dependiente de la
dosis en mastocitos leucémicos humanos y en mastocitos humanos derivados de

la sangre de cordon umbilical estimulados con IL-1 (96).

En células no estimuladas, NF-kB unido a IkBa se encuentra secuestrado en el
citoplasma. La exposicion de las células a diversos estimulos, tales como citocinas

proinflamatorias, estrés oxidativo o endotoxinas bacterianas resultan en la
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activacion de NF-kB a través de la fosforilacion y degradacion de IkBa. NF-«xB
activo es translocado al nacleo donde se une al elemento potenciador cis- kB y
activa la expresion de mediadores proinflamatorios. En este estudio, mediante un
ensayo de inmunocitoquimica se determind que el LTA induce la activacién de NF-
kB favoreciendo la degradacion de IkBa y que la naringina es capaz de revertir
este hecho. Diversos estudios han demostrado que la naringina suprime la
activacion de NF-«kB (72), principalmente, por inhibicion de la fosforilacion de IkBa
(73), evitando de esta forma la degradacion de IkBa, lo cual es consistente con los

resultados obtenidos en el presente trabajo.

La IL-1B es un importante mediador de la respuesta inflamatoria. Esta involucrado
en una variedad de actividades celulares y su expresion génica es regulada por
NF-kB. Los resultados de esta investigacion muestran que el LTA induce la
expresion de esta citocina y que su expresion se disminuye por el tratamiento con
naringina, lo cual puede ser consecuencia de la inhibicion de la translocacion de
NF-kB al nucleo por el tratamiento con naringina. Se ha demostrado que varios
flavonoides pueden regular la produccion de mediadores de la inflamacion a través
del bloqueo de la ruta de NF-kB en diferentes niveles, que incluyen, la prevencién
de la translocacion nuclear de las subunidades p50/p65 de NF-kB, por la inhibiciéon
de la fosforilacién y subsecuente degradacion de la proteina IkBa, por reduccién

en la actividad de IKK, o por el bloqueo en la union ADN/ NF-kB (66).
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9. CONCLUSION

En la presente investigacion se determind, en un modelo in vitro, que el flavonoide
naringina es capaz de regular la via de las proteinas MAPK al inhibir de manera
dependiente de la dosis su fosforilacidn, activada por el reconocimiento celular del
LTA de S. sanguinis. Asi mismo, se determiné que la naringina puede regular la
translocacion de NF-kB al nucleo y, como consecuencia disminuir la expresion de
IL-18. Lo anterior proporciona una nueva vision de la actividad antiinflamatoria de
los flavonoides, y eventualmente, puede conducir al desarrollo de una nueva clase
de agentes antiinflamatorios de origen natural para el tratamiento de

enfermedades como la El.
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