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RESUMEN

Las toxinas bacterianas como el lipopolisacárido (LPS) y el ácido
lipoteicoico (LTA), están presentes en bacterias Gram-negativas
y Gram-positivas, respectivamente. Éstas originan el proceso in-
flamatorio pulpar. En este estudio, se investigó el efecto de LTA y
LPS sobre la expresión de la enzima ciclooxigenasa-2 en células
pulpares humanas. Se partió de la hipótesis de que estas molécu-
las participan en el proceso inflamatorio pulpar a través de la sín-
tesis de la ciclooxigenasa-2 en células pulpares humanas. Para
evaluar esta hipótesis, se estudió el efecto del LPS y el LTA en
cultivos primarios de células pulpares humanas. Finalmente, se
caracterizaron las vías y moléculas involucradas en la expresión
de COX-2. En las células pulpares humanas tratadas con LTA o
LPS, se detectó que estas moléculas promueven la expresión de
COX-2. Por otro lado se encontró que la expresión de COX-2 se
ve bloqueada por tratamientos con SB203580, PD98059 y estau-
rosporina. Los resultados demostraron que el tratamiento con
LTA y LPS promueven la expresión de COX-2 en eventos donde
participan las proteínas cinasas p38, ERK y PKC. Los hallazgos
son importantes porque COX-2 está involucrada en la síntesis de
PGE2, involucrada en el establecimiento de procesos inflamato-
rios crónicos. Finalmente se caracterizó la naturaleza de un me-
diador implicado en el proceso de una pulpitis.

ABSTRACT

Bacterial toxins such as lipopolysaccharide (LPS) and lipote-
ichoic acid (LTA) can be found in Gram-negative and Gram-pos-
itive bacteria, respectively. This toxins cause an inflammatory
process denominated pulpitis. In the present study, the effect of
LTA and LPS on the expression of cyclooxygenase-2 in human
dental pulp cells was investigated. For this study a hypothesis
was made, that this molecules take part in the dental pulp inflam-
matory process through the cyclooxygenase-2 synthesis in hu-
man pulp cells. To evaluate this hypothesis the effect of LPS and
LTA was studied in primary cultures of human pulp cells. Finally,
the pathways and molecules involved in COX-2 expression were
characterized. In human dental pulp cells treated with LTA or
LPS, it was detected that these molecules promote COX-2 ex-
pression. On the other hand, it was founded that the expression
of COX-2 in human pulp cells was blocked by treatments with
SB203580, PD98059, and Estaurosporine. The results of the
present study demonstrate that treatments with LTA and LPS
promote COX-2 expression in events related with protein kinase
p38, ERK and PKC. The findings of this investigation are impor-
tant because COX-2 is related to the synthesis of PGE2, which
leads to a chronic inflammatory process. Finally, the nature of a
mediator implied in the pulpitis process was characterized.
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INTRODUCCIÓN

La pulpa es un tejido conectivo laxo de origen mesen-
quimatoso que presenta células especializadas formado-
ras de dentina: odontoblastos.1,2 Como cualquier tejido
conectivo la pulpa dental tiene la capacidad de estable-
cer un proceso inflamatorio ante un estimulo agresor,
mediante un gran número de mediadores químicos.10,11

La caries dental sigue siendo la principal vía para la
entrada de microbios en el conducto radicular. El nú-
mero de túbulos es variable entre 15,000 en la unión
esmalte-dentina hasta 45,000 cerca de la pulpa, su ta-
maño oscila entre 1 y 4 μm, mientras que la mayoría
de las bacterias miden menos de 1 μm. La exposición
de los túbulos dentinarios puede convertirse en la vía
para que se produzca la invasión microbiana del espa-
cio pulpar.3,11,24

Los estreptococos son de los primeros colonizado-
res de la cavidad oral, y su capacidad de adhesión a
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la película adquirida es el primer paso en la coloniza-
ción del diente en la caries dental y la formación de
placa dentobacteriana. Sin embargo, poco se sabe so-
bre los mecanismos por los cuales las bacterias ora-
les penetran o invaden la dentina causando pulpitis,
infección del sistema de conductos radiculares y en-
fermedades en los tejidos periapicales.3,25

La caries dental es una enfermedad de los tejidos
duros del diente donde predominan microorganismos
Gram positivos, que presentan estructuralmente en su
membrana celular la molécula conocida como ácido li-
poteicoico (LTA).12,13 El LTA está anclado por fuerzas
hidrofóbicas a la membrana celular, sin embargo
cuando la bacteria crece en un pH bajo, una porción
significativa de LTA puede salir hacia el espacio extra-
celular, donde induce la expresión de diversos facto-
res de la inflamación.3,10 Se sabe que el LTA es un po-
tente inductor de la actividad celular, la síntesis de
citocinas y el factor proangiogénico: factor de creci-
miento endotelial vascular (VEGF),10,13,17,22,23 que per-
mite la neoformación de vasos que se observa en los
sitios de infección, lo que provoca edema, aumento de
la presión intrapulpar y dolor; sin embargo no se cono-
ce la expresión de COX-2 por LTA en células pulpares
humanas.10,17,22,23

Sabemos que las infecciones endodóncicas son
polimicrobianas1-3,11 aunque predominan las bacte-
rias anaerobias estrictas, Gram negativas, las cua-
les presentan estructuralmente en su pared celular
la molécula conocida como lipopolisacárido (LPS),
que también se conoce como endotoxina, principal
responsable del poder patogénico de estos microor-
ganismos. La respuesta al efecto del LPS ha sido
estudiada en macrófagos, monocitos, linfocitos, cé-
lulas plasmáticas, microglia, en fibroblastos gingi-
vales humanos, fibroblastos pulpares humanos y
odontoblastos;4,8,16-18,20,21 donde se ha encontrado que
es responsable de la inducción, no sólo de citocinas
inflamatorias, sino también de otros factores como
el factor de crecimiento endotelial vascular y el fac-
tor de necrosis tumoral alfa (TNFα).

Se sabe que los metabolitos del ácido araquidónico
están involucrados en los procesos inflamatorios pul-
pares y en el dolor dental.14,15 Estudios muestran que
el tejido pulpar que manifiesta dolor se asocia a la alta
concentración de prostaglandinas tipo PGE2 y
PGF2α.10,14,15 Las prostaglandinas participan en mu-
chos eventos celulares fisiológicos y en el proceso in-
flamatorio en la destrucción tisular por la activación de
TNFα e IL-1.18

Las ciclooxigenasas (COX) son las encargadas de
la biosíntesis de prostaglandinas a partir del ácido ara-
quidónico. La enzima COX-1, es una enzima de tipo

constitutivo, COX-2 es una enzima de inducción rápi-
da y transitiva, al igual que COX-3, que se expresa en
cerebro y corazón.28 Estudios previos muestran que
COX-2 es inducida por la activación de diferentes ru-
tas de señalización como la de las proteínas MAP ci-
nasas (ERK, p38 y JNK) y PKC.23

El objetivo de este estudio es caracterizar la enzi-
ma COX-2 en diferentes dosis y a diferentes tiempos,
por LPS (lipopolisacárido) y LTA (ácido lipoteicoico)
en células pulpares humanas y a través del uso de in-
hibidores ver las vías de señalización involucradas.

MATERIAL Y MÉTODOS

Reactivos

Ácido lipoteicoico (LTA) de Streptococcus sanguis
(SIGMA); lipopolisacárido (LPS) de Porphyromonas
gingivalis (SIGMA), medio de cultivo modificado por
Dubelcco (GIBCO BRL), antibiótico-antimicótico 1%
penicilina G sódica, estreptomicina, amfotericina B
(GIBCO BRL), medio de cultivo de Hanks (GIBCO
BRL), colagenasa y peptidasa (Roche), anticuerpos
anti-COX-2, anti-γ-tubulina (Santa Cruz Biotechnolo-
gy), anti-goat (Santa Cruz Biotechnology.

Cultivo celular

Las células pulpares humanas se obtuvieron a par-
tir de muestras de tejido pulpar de terceros molares de
pacientes de entre 18-20 años, clínicamente sanos,
sin presencia de caries, ni otras patologías, con ápice
abierto; que firmaron un consentimiento informado.
Una vez realizada la extracción dental, se colocó el
espécimen en medio de cultivo de Hanks. Por medio
de limas endodónticas estériles se obtuvo el tejido
pulpar a través del ápice abierto. Se obtuvieron las
células del tejido pulpar con colagenasa y peptidasa y
tres ciclos de centrifugación. Las células se colocaron
en medio de Eagle modificado por Dulbecco adiciona-
do con 10% de suero bovino fetal y 1% de antibiótico
antimicótico. Se colocaron en la incubadora a una at-
mósfera de 5% de CO

2
 y una temperatura de 37 °C.

Se utilizó el cultivo celular entre 3 y 5 pases en este
estudio.

Análisis de Western Blot

Las células pulpares humanas fueron sembradas
en cajas de 6 pozos, para realizar experimentos tipos
dosis-respuesta y curso-temporal. En los ensayos en
los que se utilizó inhibidores, se preincubaron durante
30 minutos y se prosiguió con el estímulo al tiempo
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indicado en el pie de la figura, los inhibidores utiliza-
dos fueron PD98059 (10 µM) inhibe ERK, SB203580
(10 µM) inhibe p38, SP600125 (10 µM) inhibe JNK y
estaurosporina (1 µM) inhibe PKC. Después de colo-
car el LPS y el LTA, se retiró el medio y se dieron dos
lavados con buffer de fosfato salino (PBS), adicionado
con 1 mM de ortovanadato de sodio, las células se
centrifugaron durante 5 min a 3,500 rpm a 4 °C y se
resuspendieron en buffer de lisis

 (Tris-HCl 20 mM, triton 1%, NaCl 137 mM, EDTA 2
mM, vanadato de sodio 1 mM, glicina 10%, todos de
SIGMA). Las muestras fueron sonicadas en frío (1 X
30). Para hacer el análisis por Western Blot, se cuan-
tificó la proteína por método de Bradford y se tomaron
50 μg de proteína, que se mezcló con jugo azul (20%
glicerol, 4% SDS, 10% 2-mercaptoetanol, 0.05% de
azul bromofenol y 1.5% de Tris-HCl pH 6.8, todos de
SIGMA, Chemical. CO.). Los geles en donde se corrió
la muestra fueron de poliacrilamida al 10% (SIGMA) a
30 V por 2 horas. Las proteínas se transfirieron en
membranas de PVDF (Amersham Biosciences) 15 V,
30 amp durante 30 min. La membrana fue bloqueada
con solución de bloqueo (150 mM NaCl, 100 mM de
Tris –HCl pH 7.8 (SIGMA) y 5% de suero bovino fetal
(INVITROGEN), durante 30 minutos para posterior-
mente realizarse los lavados para la incubación del
primer anticuerpo anti-COX-2, y en el caso de los con-
troles anti-γ-tubulina (1:1,000) (Santa Cruz, Biotechno-
logy) la incubación se realizó durante toda la noche a
4 °C. Se realizaron 3 lavados con TBS (150 mM NaCl,
100 mM de Tris –HCl pH 7.8 y Tween 20 0.2%, todos
ellos de SIGMA, Chemical. CO.). Se incubó el segun-
do anticuerpo anti-goat (1:1,000) (Santa Cruz Biotech-
nology), durante 2 horas. Para observar las bandas
del anticuerpo-proteína, se colocó el reactivo de qui-
mioluminiscencia (Santa Cruz Biotechnology). Los re-
sultados se representaron como la media ± error es-
tándar y se interpretaron los resultados mediante la
obtención de la t de Student. Los experimentos se
realizaron en 3 ocasiones por separado y se presenta
uno representativo de cada caso, así como su inter-
pretación gráfica en base a la densidad óptica del por
ciento del basal, donde el valor *p < 0.05 fue estadís-
ticamente significativo.

RESULTADOS

1. Inducción de COX-2 por LTA y LPS en células pul-
pares humanas, tratadas a diferentes tiempos.
La inflamación pulpar es el mecanismo de defensa
que se desencadena en el tejido pulpar ante un
agente agresor. Uno de los principales mediadores
químicos que se producen en grandes cantidades

durante la inflamación del tejido pulpar son las pros-
taglandinas que son producidas por la enzima
COX-2. Esta enzima es inducida por citocinas infla-
matorias y por moléculas patógenas como el LPS,
sin embargo poco se sabe de su inducción por LTA
en células pulpares humanas. Para observar la in-
ducción de la enzima COX-2 por el LTA y LPS en
células pulpares humanas realizamos experimentos
tipo curso temporal (0.5-6 h), la inducción se detec-
tó desde los 30 minutos de tratamiento y la máxi-
ma inducción se mostró a las 6 horas para el LTA
(Figura 1A) así mismo para el LPS (Figura 1B). Se
corroboró la cantidad de proteína desnudando la
membrana para incubar γ-tubulina como control.

2. El LPS y LTA inducen la expresión de COX-2 a di-
ferentes dosis en células pulpares humanas.
Para conocer las dosis máximas de inducción de
COX-2 en células pulpares humanas por LPS y
LTA se realizaron experimentos tipo dosis-respues-
ta a un tiempo de 3 horas, encontramos una induc-
ción de COX-2 por LPS desde 0.001 µg/mL y la
máxima inducción con 1 µg/mL (Figura 2A). En el
caso del LTA se utilizaron dosis desde 0.1 µg/mL
hasta 15 µg/mL, encontramos la inducción desde
0.1 µg/mL y la máxima inducción a 10 µg/mL, para
comenzar a declinar con 15 µg/mL (Figura 2B).

3. Los inhibidores específicos de las MAPK (ERK,
p38 y JNK) así como de PKC inhiben COX-2 en cé-
lulas pulpares humanas tratadas con LTA.
Con la finalidad de conocer si la inducción de COX-
2 por LTA en células pulpares humanas, está aso-
ciada a las vías de señalización donde están invo-
lucradas las proteínas MAPK (ERK, JNK y p38) y
PKC, principales rutas activadas en la respuesta in-
flamatoria en macrófagos; utilizamos inhibidores es-
pecíficos para cada una de ellas: SP600125 inhibi-
dor de JNK, SB203580 inhibidor de p38, PD98059
inhibidor de ERK, estaurosporina inhibidor de PKC.
Encontramos la inhibición de COX-2 principalmente
asociada con ERK, p38 y PKC según se muestra
en las figuras 3A y B. El control 0 se tomó como el
100% del basal en base a la densidad óptica de la
banda obtenida por el software de Labsworks.

4. Efecto de los inhibidores de MAPK y PKC en célu-
las pulpares humanas tratadas con LPS.
Estudios previos han demostrado en macrófagos
que la inducción de COX-2 por LPS es a través de
las vías de señalización de las proteínas MAPK y
PKC. Nosotros quisimos observar si ocurría lo mis-
mo en células pulpares humanas tratadas con LPS.
Encontramos que la inhibición de COX-2 se presen-
ta principalmente al inhibir a p38, ERK, y PKC (Fi-
guras 4A y B).
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Figura 2. El LPS (A) y LTA (B) inducen la expresión de
COX-2 a diferentes dosis en células pulpares humanas.
Para conocer las dosis máximas de inducción de COX-2
en células pulpares humanas por LPS (A) y LTA (B) se
realizaron experimentos tipo dosis-respuesta con las cé-
lulas pulpares humanas en cajas de 6 pozos previo ayu-
no de 24 horas con DMEM adicionado con 2% de SBF,
las distintas dosis se muestran en cada pie. La incuba-
ción se realizó por 3 horas, al término de la incubación se
tomaron 50 µg de proteína cuantificada por el método de
Bradford; y se realizaron ensayos de Western Blot usan-
do anticuerpos específicos anti-COX-2 y anti-γ-tubulina
como control, a una concentración 1:1,000. El análisis
gráfico se obtuvo por medio del software Labswork en
base a la densidad óptica teniendo como basal el control
γ-tubulina. Los experimentos se realizaron por 3 ocasio-
nes por separado, se analizó la media ± E.S *p < 0.05.

Figuras 1 A y B. Efecto del LTA (A) y el LPS (B) sobre la
inducción de COX-2 en células pulpares humanas y su
análisis gráfico. Las células pulpares humanas fueron sem-
bradas en cajas de 6 pozos con DMEM adicionado con
10% de SBF hasta alcanzar la semiconfluencia. Se ayuna-
ron durante 24 h con DMEM adicionado con 2% de SBF
para después ser tratadas con 5 µg/mL de LTA (A) y 1 µg/
mL de LPS (B) a diferentes tiempos desde 30 minutos has-
ta 6 horas según se indica en el pie de cada figura. Para
detectar la expresión de COX-2 se tomaron 50 µg de pro-
teína y se realizó el ensayo de Western Blot con los anti-
cuerpos específicos anti-COX-2 y anti-γ-tubulina para el
control, como segundo anticuerpo se utilizó anti-goat todos
a una concentración 1:1000. El análisis gráfico fue en
base a su densidad óptica obtenida con el software de
Labswork y se obtuvo dividiendo COX-2 entre el control
γ-tubulina. Los experimentos se realizaron por 3 ocasiones
por separado, se analizó la media ± E.S *p < 0.05.
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DISCUSIÓN

La caries dental es la principal vía de entrada de mi-
croorganismos a los conductos radiculares y está prin-
cipalmente asociada a microorganismos Gram positi-
vos que poseen el ácido lipoteicoico como principal
agente patogénico.1,2,11 Una vez que los microorganis-
mos cariogénicos desmineralizan el esmalte o el ce-
mento invaden los túbulos dentinarios, son reconocidos
por las primeras células reconocedoras de antígenos:
las células dendríticas, que se encuentran asociadas a
la capa odontoblástica y se desencadena una respues-
ta inflamatoria en los tejidos pulpares; que de no elimi-
narse el agente causal, evoluciona hasta llegar a la
necrosis del tejido pulpar e iniciar las patologías peria-
picales.1,10,11,24 Estudios previos han demostrado que el
LTA al igual que el LPS son potentes inductores de ci-

tocinas inflamatorias y otros factores involucrados en la
respuesta inflamatoria y en la destrucción tisular,5,10,16

de hecho el LPS es reconocido como uno de los estí-
mulos más potentes para inducir la formación de citoci-
nas, mediadores químicos de la inflamación y metalo-
proteinasas en macrófagos, monocitos, células del
ligamento periodontal y fibroblastos gingivales huma-
nos.5,16,17,21,27 Sin embargo, en cuanto al LTA hay poca
información, siendo el LTA el equivalente del LPS en
bacterias Gram positivas y siendo éstas las primeras
en colonizar la cavidad oral y establecerse en la placa
dentobacteriana.17 De este modo se le ha dado mayor
énfasis al LPS, en el caso de las células pulpares y
odontoblastos. Estudios previos han demostrado la in-
ducción de VEGF por LPS5,16 a través de los recepto-
res TLR4 y CD14. Sin embargo, Telles (2003) encontró

Figura 3. Efecto del LTA y los inhibidores específicos de
las MAPK (ERK, p38 y JNK) y PKC sobre COX-2 en célu-
las pulpares humanas tratadas con LTA (A). Análisis grá-
fico (B). Las células una vez dejadas en ayuno por 24 h
con DMEM adicionado con 2% de SBF en cajas de 6 po-
zos, se preincubaron los diferentes inhibidores durante
30 minutos, SP600125 (10 µM), SB203580 (10 µM),
PD98059 (10 µM), estaurosporina (1 µM); al término de la
incubación se incubó el LTA de S. sanguis (5 µg/mL) du-
rante 3 horas, los resultados se obtuvieron mediante el
ensayo de Western Blot utilizando 50 µg de proteína. Los
anticuerpos utilizados fueron anti-COX-2 y anti-goat
(1:1,000). Los experimentos se realizaron por 3 ocasio-
nes por separado, se analizó la media ± E.S *p < 0.05.
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que el LTA también es capaz de inducir VEGF en célu-
las pulpares de ratón,7 a través de su receptor TLR2.
Durand (2006) muestra la expresión de quimiocinas fun-
cionales y reducción de la formación de dentina en
odontoblastos humanos in Vitro.22

Sabemos que la inflamación de la pulpa dental es
similar a la de otros tejidos conectivos, mediada por
factores celulares y moleculares.1,10,11 Una de las
principales moléculas involucradas en la respues-
ta inflamatoria son las prostaglandinas, como
PGE2, PGF2α,10,11,14,15,18 asociadas ampliamente al
dolor pulpar, y a la destrucción tisular por regulación
de citocinas y enzimas como las metaloproteinasas.18

Las enzimas encargadas de la biosíntesis de las pros-
taglandinas son COX, se han identificado tres isofor-
mas: COX-1, COX-2 y COX-3. COX-1 que es de tipo
constitutivo, expresada por varios tejidos, COX-2 y
COX-3 son de tipo inducible y especialmente por cito-
cinas inflamatorias IL-1, TNF-α, LPS, óxido nítri-
co.14,15,19 Recientemente Wu (2006) encontró su induc-
ción por LTA en células neuronales en ratas;23 sin
embargo aún no se ha observado su efecto por LTA
en células pulpares humanas. Nosotros en este estu-
dio quisimos caracterizar la enzima COX-2 en célu-
las pulpares humanas tratadas con LTA y LPS,
para esto obtuvimos un cultivo celular con células
pulpares humanas en donde realizamos experimen-
tos de tipo curso-temporal y dosis-respuesta para
caracterizar la inducción de COX-2 a través de en-
sayos de Western Blot con anticuerpos específicos
anti-COX-2 y anti-γ-tubulina como control. Nuestros
resultados mostraron que COX-2 se induce desde los
30 minutos de tratamiento con LTA y LPS, y alcanza
su máxima inducción a las 6 horas; sin embargo en-
contramos una inducción más intensa con LPS, esto
es similar a lo encontrado en fibroblastos gingivales
humanos tratados con LPS.27 En cuanto al LTA en-
contramos que en células pulpares humanas a las 6
horas de tratamiento no hay una saturación de la enzi-
ma, como la encontrada en células neuronales de
rata.23 En el caso de los experimentos realizados a di-
ferentes dosis encontramos una inducción con LTA
desde 0.1 µg/mL similar a la encontrada en células
neuronales de rata, alcanzando su dosis máxima con
10 µg/mL y comienza a declinar con 15 µg/mL proba-
blemente debido a muerte celular por toxicidad. Estu-
dios anteriores muestran la participación de proteínas
activadas por mitógenos (MAPK) en la señalización de
citocinas inflamatorias en células pulpares humanas,
fibroblastos gingivales humanos, en células neurona-
les y en macrófagos.6,9,17,23,27 Nosotros quisimos ver si
las MAPK (ERK, p38 y JNK) así como PKC participa-
ban en la vía de señalización de COX-2 en células pul-

pares humanas, nuestros resultados mostraron que
Erk, p38 y PKC están involucradas ya que los inhibi-
dores específicos para éstas mostraron la inhibición
de COX-2 en las células al ser tratadas con LTA y
LPS, resultados similares se encontraron en células
neuronales de ratón. Esto nos permitirá continuar los
estudios para encontrar fármacos inhibidores que blo-
queen estas rutas y disminuyan la enzima COX-2 y
otros eventos inflamatorios.24,26 Por otro lado los últi-
mos estudios sobre los efectos de ambas moléculas
sobre las vías de señalización muestran una regula-
ción de LPS sobre el LTA y viceversa por saturación
de receptores en especial de IRAK (receptor asociado
a IL-1),13,20 esto aún no se ha estudiado en células pul-
pares humanas, por lo cual aún hay muchas pregun-
tas sin respuesta en el proceso inflamatorio a nivel
molecular en las células pulpares humanas.

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos evidenciamos la parti-
cipación de COX-2 en el proceso inflamatorio pulpar
desencadenado por LPS y por LTA. Por otro lado al
encontrar la participación de ERK, p38 y PKC entre
las vías de señalización de COX-2 en células pulpa-
res humanas tratadas con LPS y LTA, consideramos
interesante establecer a futuro el factor de transcrip-
ción involucrado.
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