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1. RESUMEN 

 

 

Efecto de los flavonoides sobre la activación de señales 

intracelulares por ácido lipoteicoico en cardiomiocitos (H9c2) 

 

Introducción: Las infecciones focales denominadas también de translocación 

bacteriana connotan enfermedades infecciosas ocasionadas ya sea por 

microorganismos o por diversos componentes de estas  y que se caracterizan 

porque invaden en sitios distantes al lugar en donde se produjo su colonización 

inicial. Las infecciones focales dentales involucran a microorganismos que 

participan en el desarrollo de enfermedades en sitios extraorales.  Las infecciones 

focales dentales están sujetas a una amplia controversia debido a la carencia de 

alguna evidencia que muestre cuales son las moléculas que ocasionan la 

enfermedad. Sin embargo, padecimientos dentales como periodontitis, lesiones 

periapicales y caries dental, están asociadas a enfermedades coronarias entre las 

que se encuentran infarto, arteroesclerosis coronaria, isquemia y endocarditis. Así 

mismo, diversas evidencias muestran que  cuando Streptococcus sanguis, está 

presente en el torrente sanguíneo es capaz de promover agregación plaquetaria, 

en estudios realizados in vitro, lo que conduce a la evolución de endocarditis, 

trombosis coronaria e infarto. Streptococcus sanguis es una bacteria Gram-

positiva presente en la placa dentobacteriana que libera moléculas al entorno 

evitando de esta manera la colonización de otras especies de Streptococcus que 

ocasionan cavidades. De igual manera en la superficie presenta moléculas de 

ácido lipoteicoico, que en últimas fechas han estado sujetas a un amplio estudio 

ya que se consideran como las endotoxinas de las bacterias Gram-postivas, por 

su capacidad de inducir la expresión de moléculas promotoras de procesos 

inflamatorios. Por otra parte los flavonoides son compuestos polifenólicos que se 

encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal y que presentan 

actividades anti-inflamatorias. 
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Objetivo: Determinar si el tratamiento con ácido lipoteicoico induce la activación y 

expresión de moléculas que actúan en la endocarditis. Así mismo en este estudio 

nosotros analizamos el efecto de algunos flavonoides sobre la activación de las 

MAP cinasas, fosforilación de IkB y expresión de ciclooxigenasa-2 (COX2) e 

interleucina-1β (IL-1β) inducida por el LTA obtenido de Streptococcus sanguis en 

cardiomiocitos. 

 

Resultados: Nuestros resultados mostraron que LTA induce la fosforilación de 

ERK, p38,  JNK, AKT e IkB en cardiomiocitos. En otra serie de experimentos, 

encontramos que cuando se preincubaron las células con los flavonoides se 

bloqueó la fosforilación de los miembros de la familia de las MAPK (p38, JNK y 

ERK), AKT e IκB inducida por el ácido lipoteicoico. Encontramos así mismo, que el 

flavonoide que presentó una mayor actividad en bloquear la fosforilación de estas 

proteínas fue la quercetagetina en relación con los siguientes flavonoides: 

quercetina, genisteina y luteolina.  Por otra parte el tratamiento con LTA promovió 

la fosforilación de IkB y la expresión de IL-1B y de ciclooxigenasa-2 (COX-2) y 

síntesis de prostaglandina E2. En otra serie de resultados, encontramos que el 

tratamiento con los flavonoides  bloqueó la  fosforilación de IkB y la expresión de 

COX2 y de IL-1B, así como la síntesis de prostaglandina E2. 

 

Conclusión: Con estos resultados podemos concluir que los flavonoides 

interfieren con la señalización de LTA reduciendo la activación de las MAP cinasas 

y este evento inhibitorio se correlaciona con la inhibición en la síntesis de COX-2 y  

de IL-1β.  

 

Palabras clave: flavonoides, ácido lipoteicoico, cardiomiocitos, endocarditis.  

Abreviaturas: ERK, cinasa regulada extracelularmente; JNK, cinasa terminal c-jun; 

LTA, ácido lipoteicoico; MAPK, proteínas cinasa activadas por mitógeno; COX-2, 

ciclooxigenasa-2, IL-1β, interleucina-1β 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

 

n la cavidad bucal se encuentran diferentes tipos de bacterias que 

desarrollan la placa dentobacteriana y que provocan la caries dental. Dentro 

de la gran variedad de estas bacterias se encuentra Streptococcus sanguis que es 

una bacteria Gram-positiva del grupo viridans la cual cuando está presente en la 

boca en una gran cantidad y llega al torrente sanguíneo por casi cualquier 

tratamiento odontológico puede colonizar alguna estructura anatómica como las 

válvulas cardiacas donde desencadena una severa respuesta inflamatoria y 

apoptótica en las células del endocardio y miocardio. 
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3. JUSTIFICACIÓN DE ESTUDIO 

 

 

ediante la caracterización he inhibición por medio de los flavonoides de una 

de las vías de transcripción más importantes de la respuesta inmune innata 

en células miocárdicas provocada por Streptococcus sanguis, una bacteria muy 

común en la cavidad bucal, se da un paso muy importante para una futura 

creación de fármacos a base de sustratos vegetales que inhiban específicamente 

la respuesta pro-inflamatoria y muerte celular provocada por diferentes 

enfermedades sistémicas como la endocarditis infecciosa y la aterosclerosis entre 

otras y evitar el daño tisular en estructuras tan importantes como el corazón. 
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4. INTRODUCCIÓN 

 

 

ntre las enfermedades dentales de mayor prevalencia en el mundo se 

encuentran la caries y la enfermedad periodontal. La etiología de ambas 

enfermedades ha sido ampliamente descrita y se ha demostrado que están 

involucrados microorganismos específicos presentes en la placa dentobacteriana. 

En la caries dental se produce la desmineralización del esmalte promovida por los 

ácidos que liberan determinadas bacterias presentes en la placa dentobacteriana, 

como los estreptococos y lactobacilos. Por otra parte la enfermedad periodontal 

afecta los componentes del periodonto (encía, ligamento periodontal, cemento y 

hueso alveolar) lo que conlleva a la pérdida de las piezas dentales. Este 

padecimiento está asociado a microorganismos designados como colonizadores 

tardíos entre los que se encuentran Aggregatibacter actinomycetencomitans, 

Porphyromonas gingivalis y Treponema denticola entre otros. Los dos primeros 

organismos ocasionan la enfermedad por su capacidad de adherirse a las 

diferentes células presentes en el periodonto y Treponema denticola por la 

habilidad de introducir una proteasa similar a quimiotripsina humana en las células 

(1-4). 

 

Como mencionamos en líneas anteriores, tanto la caries como la 

enfermedad periodontal son ocasionadas por microorganismos que se desarrollan 

en la placa dental (que  cuando colonizan las superficies dentales hasta el borde 

gingival se denomina placa supragingival  y cuando coloniza por debajo del borde 

gingival se denomina placa subgingival). Sin embargo, los microorganismos 

presentes en la placa subgingival pueden ocasionar infecciones en otras partes 

del organismo. Se ha establecido con certeza que los microorganismos de la placa 

dentobacteriana pueden ocasionar trombosis coronaria, infarto y endocarditis (5-

9). 

E
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5. ANTECEDENTES 

 

 

5 .1. ENFERMEDAD PERIODONTAL 

 

 

5.1.1. DEFINICIÓN 

 

l termino enfermedad periodontal, se refiere a un conjunto de enfermedades 

inflamatorias que afectan los tejidos de soporte del diente, encía, hueso y 

ligamento periodontal. Se considera el resultado del desequilibrio entre la 

interacción inmunológica del huésped y la flora de la placa dental marginal que 

coloniza el surco gingival (10). 

 

 

5.1.2. ETIOLOGÍA 

 

Durante siglos los libros de texto odontológicos recomendaban la higiene bucal 

correcta como medida de prevención contra las enfermedades dentarias. Sin 

embargo la importancia de los depósitos dentarios para la generación de 

enfermedad periodontal careció de bases científicas hasta mediados del siglo 

pasado, cuando se realizaron estudios epidemiológicos bien trazados (11). A partir 

de tales estudios quedó establecido que la presencia de depósitos dentarios, 

mineralizados o no es sin duda el factor más importante en la generación de 

enfermedad periodontal (OMS 1961). 

 

 La enfermedad periodontal se inicia cuando los microorganismos de la 

placa dental (i.e. los colonizadores tardíos P. gingivalis, A. 

actinomycetemcomitans, y T. denticola) colonizan el surco gingival y, provocando 

después, la bolsa periodontal. La respuesta del huésped al daño bacteriano se da 

por una entrada de leucocitos polimorfonucleares hacia la gingival (12). 

E
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5.1.3. PATOGENIA 

 

Placa dentobacteriana 

 

Los microorganismos que componen la placa dentobacteriana están conformados 

por más de 500 microorganismos que se agrupan en 22 géneros. La placa 

coloniza la superficie de los dientes y el epitelio mucoso formando la placa supra y 

subgingival. 

 

La cavidad bucal es estéril en el momento del nacimiento, pero entre las 6 y 

10 horas se establece una flora microbiana compuesta principalmente por 

organismos aerobios. Los anaerobios aparecen en algunas bocas en los 10 

primeros días. Con la edad, aumentan los anaerobios, pero los de tipo facultativo 

siguen predominando numéricamente. El cálculo microscópico de 

microorganismos presentes en la saliva oscila de entre 43 millones a 5 500 

millones de microorganismos por mililitro, con un promedio de 750 millones. En la 

Tabla I se resume la información obtenida de un censo representativo de la 

población bacteriana de la saliva. Así mismo, en la boca hay hongos, incluso 

Candida, Cryptococcus y Saccharomyces y protozoos como Entamoeba gingivalis 

y Tricomonas texas. En algunos casos, en la cavidad oral se encuentran algunos 

virus (11). 

 

Tabla I. FLORA NATURAL DE LA SALIVA HUMANA 

GRUPO 

BACTERIANO 

AISLADOS PREDOMINANTES 

DEL GRUPO 
PORCENTAJE 

Cocos facultativos 

Gram-positivos 

Los estreptococos representan 

41% de todos los aislados y se 

componen de Streptococcus 

salivarius, Streptococcus mitis y 

pequeñas cantidades de 

enterococos; el resto son 

46.2 
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estafilococos 

Cocos anaerobios 

Gram-negativos 

Veillonella 15.9 

Cocos anaerobios 

Gram-positivos 

Peptostreptococcus o peptococos 13 

Bacterias 

facultativas Gram-

positivas 

Difteroides, Actinomyces 11.8 

Bacterias 

anaerobias Gram-

negativas 

Campylobacter sputorum, 

Porphyromonas, Fusobacterium 

4.8 

Bacterias 

anaerobias Gram-

positivas 

Propionibacterias, Actinomyces 4.8 

Bacterias 

facultativas Gram-

negativas 

No identificadas 2.3 

Cocos facultativos 

Gram-negativos 

No identificadas 1.2 

 

La mayoría de las bacterias salivales provienen del dorso de la lengua, de 

donde son desprendidas por acción mecánica; cantidades menores vienen del 

resto de las mucosas bucales. El número de microorganismos aumenta 

temporalmente durante el sueño, y decrece después de las comidas y el cepillado. 

 

Placa Supragingival 

 

Las superficies dentarias, tanto el esmalte como el cemento expuestos, están 

normalmente cubiertos por una delgada película adquirida de glucoproteínas. Si se 

retira, mediante instrumentación mecánica, se vuelve a formar en pocos minutos. 

Se cree que la película desempeña un papel activo en la adhesión selectiva de las 

bacterias a la superficie dentaria. 
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En la zona supragingival, las bacterias vinculadas con la salud periodontal 

llegan a acumular hasta aproximadamente 12 células de espesor en la superficie 

dental, y está compuesta  principalmente por cocos y bacilos Gram-positivos (Fig. 

1) (1). 

La colonización de la superficie dental por las bacterias de la placa 

supragingival es bastante específica y depende de la interacción de la superficie 

bacteriana con las glucoproteínas presentes en saliva y en la película. Se 

comprobó que es Streptococcus sanguis  y los bacillos Gram-positivos son los 

grupos principales de bacterias que inician la formación de la placa supragingival 

(Fig. 2). 

 

 
Figura 1. En esta fotografía se muestra la placa supragingival. Está compuesta 

principalmente de microorganismos Gram-positivos. 

 

Una vez iniciado el crecimiento de la placa supragingival, se produce el 

crecimiento secundario y maduración. Durante esta fase hay un desplazamiento 

de la población bacteriana. La proporción de  microorganismos filamentosos y 

bacterias Gram-negativas aumenta. En general, esta placa aparece más 

compacta. También son más evidentes las interacciones bacterianas adherentes. 

 

PLACA 
SUPRAGINGIVAL 
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Figura 2. Microfotografía de Streptococcus sanguis. Identificado como bacteria que 

inicia la formación de placa supragingival. 

 

Los microorganismos encontrados comúnmente en dichos sitios en adultos 

incluyen Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis, Staphylococcus epidermidis, 

Rothia dentocariosa, Actinomyces viscosus, Actinomyces naeslundii y a veces 

especies de Neisseria y Veillonella. 

 

Placa Subgingival 

 

Los mecanismos involucrados en la formación de la placa subgingival han sido 

parcialmente dilucidados. Una razón es la dificultad para obtener muestras con la 

placa subgingival conservada en su posición original entre los tejidos blandos de la 

encía y los tejidos del diente (Fig. 3). 

 

 
Figura 3. La placa subgingival está asociada a la presencia microorganismos 

densamente apretados y se observa de color café oscuro. 

 

La estructura de la placa subgingival tiene cierta similitud con la variedad de 

microorganismos presentes en la placa supragingival, en particular cuando se 

Placa subgingival 
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vincula a placa asociada a gingivitis sin formación de bolsas profundas. Se 

observa un cúmulo de microorganismos densamente apretados adyacentes al 

material cuticular que recubre la superficie dentaria. Los microorganismos 

comprenden cocos y bacilos Gram-positivos y negativos y organismos 

filamentosos. También se pueden encontrar espiroquetas y diversas bacterias 

flageladas, en especial en la extensión apical de la placa. La capa superficial suele 

estar menos densamente apretada y hay leucocitos interpuestos regularmente 

entre la placa y el recubrimiento epitelial del surco gingival. 

 

Cuando la enfermedad periodontal genera una bolsa patológica, el aspecto 

del depósito microbiano subgingival se torna mucho más variado. En este caso, la 

superficie dentaria puede representar el esmalte o el cemento del cual se 

desprende el tejido conectivo periodontal. La acumulación de placa en la porción 

del diente antes cubierta por los tejidos periodontales no difiere marcadamente de 

la observada en la gingivitis. En esta capa, predominan los microorganismos 

filamentosos, pero también existen cocos y bacilos. Sin embargo, en el fondo de la 

bolsa, se reduce el número de los organismos filamentosos y en la porción más 

apical estos microorganismos están ausentes (Fig. 4). 
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Figura 4. La enfermedad periodontal, como la gingivitis y la periodontitis, es causada 

principalmente por la placa dentobacteriana en donde se pueden encontrar principalmente 

distintos tipos de bacterias las cuales se adhieren por diferentes mecanismos y provocan 

una respuesta inflamatoria en las células de la encía. 

 

Las capas superficiales de microorganismos de la bolsa periodontal que se 

encuentran próximos al tejido blando son claramente diferentes de la capa 

adherente a la superficie dentaria, y no se aprecia una matriz intermicrobiana 

definida. Los microorganismos comprenden una gran cantidad de espiroquetas y 

bacterias flageladas. También hay cocos y bacilos Gram-negativos. La multitud de 

espiroquetas y organismos flagelados son bacterias con motilidad, y como no 

existe una matriz intermicrobiana entre ellos, es probable que esa parte externa 

del cúmulo microbiano se adhiera muy laxamente con la pared del tejido blando de 

la bolsa como elemento responsable de su retención. 

 

 

5.1.4. MICROORGANISMOS PERIODONTOPATÓGENOS 

 

Mecanismos de colonización bacteriana 

 

Las bacterias orales han evolucionado y han desarrollado una serie de estrategias 

de colonización muy específicas, incluyendo múltiples mecanismos de adherencia 

(7,8). Tanto Aggregatibacter actinomycetemcomitans como Porphyromonas 

gingivalis pueden invadir las células epiteliales, mediante la estrategia de 

migración a la parte profunda de los tejidos en los sitios donde ocurre el daño a los 

tejidos del hospedero (12). Por otra parte la invasión de Treponema denticola se 

lleva a cabo por la introducción de una proteasa similar a la quimiotripsina en las 

células (13) (Tabla II). 

 

Tabla II. BACTERIAS DE LA PLACA DENTOBACTERIANA CON 

CAPACIDAD DE COAGREGACIÓN O INVASIÓN. 
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Género Coagregación positiva Invasión 

Aggregatibacter Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Moore LVH. 1989. 

+ 

Actinomyces Gibbons RJ, Nygaard M. 1970. — 

Bacteroidesa Yao ES, Lamont RJ, Leu SP, 

Weinberg A. 1996. 

— 

Campylobacter Kolenbrander PE, London J. 1992. — 

Capnocytophaga Kolenbrander PE, Celesk RA. 1983.  — 

Corynebacterium 

(comúnmente llamado 

Bacterionema) 

Mouton C, Reynolds HS, Gasiecki 

EA, Genco RJ. 1979. 

— 

Eikenella Ebisu S, Nakae H, Okada H. 1988. — 

Eubacterium George KS, Falkler WAJr . 1992. — 

Fusobacterium Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Moore LVH. 1989.  

— 

Gemella Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Moore LVH. 1989.  

— 

Actinobacillus.  Liljemark WF, Bloomquist CG, 

Fenner LJ. 1985. 

— 

Lactobacillus Willcox MDP, Patrikakis M, Harty 

DWS, Loo CY, Knox KW. 1993.  

— 

Neisseria Gibbons RJ, Nygaard M. 1970.  — 

Peptostreptococcus Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Moore LVH. 1989.  

— 

Porphyromonas 

(formalmente 

llamados bacteroides) 

Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Moore LVH. 1989.  

+ 

Prevotella Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Holdeman LV. 1985.  

— 

Propionibacterium 

(formalmente 

llamados bacteroides) 

Ciardi JE, McCray GFA, 

Kolenbrander PE, Lau A. 1987.  

— 

Rothia Kolenbrander PE, Andersen RN. — 
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Los microorganismos causales tanto de la caries como de la enfermedad 

periodontal pueden invadir otras partes del organismo, como en el caso de la 

endocarditis y diabetes, los patógenos orales contribuyen al desarrollo de la 

enfermedad coronaria y al infarto (14-18). 

 

Modelos de Adherencia e Invasión de los organismos Periodontopatógenos 

 

Los microorganismos Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas 

gingivalis y Treponema denticola se consideran los colonizadores tardíos, 

1984.  

Selenomonas Kolenbrander PE, Andersen RN, 

Moore LVH. 1989.  

— 

Streptococcus Gibbons RJ, Nygaard M. 1970.  — 

Treponema Kolenbrander PE, Parrish KD, 

Andersen RN, Greenberg EP. 1995. 

+ 

Veillonella Gibbons RJ, Nygaard M. 1970.  — 
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colonizan inicialmente el surco gingival y posteriormente la bolsa periodontal. En 

respuesta al proceso invasivo, el hospedero moviliza y libera leucocitos 

polimorfonucleares y citocinas. Esta respuesta del huésped constituye un 

mecanismo de defensa que al ser un estímulo de naturaleza crónica ocasiona la 

destrucción de los tejidos periodontales, que en ocasiones involucra el hueso 

alveolar y conlleva a la pérdida del órgano dentario. 

 

Porphyromonas gingivalis. Este microorganismo se adhiere con todos los 

componentes de la cavidad oral. Como con las células epiteliales, monocitos, 

eritrocitos, se une a otras bacterias, a componentes salivales y a proteínas de la 

matriz extracelular como fibronectina, fibrinógeno y colágena. 

 

Se agrega a microorganismos como actinomyces y estreptococos. Entre los 

componentes de la bacteria que intervienen en la agregación se encuentran 

fimbrias, proteasas y vesículas. 

 

El gene contiene fimA, que codifica para la subunidad principal de fibrilina y 

fim CDE que codifica para la subunidad accesoria, presenta un marco de lectura 

abierto (ORF) cuya función se desconoce. El producto de ORP1 no está asociado 

a la estructura de la fimbria (Fig. 5) (19). 

 

Fimbrias: la bacteria presenta dos tipos de fimbrias: las  mayores  (20,21) y 

fimbrias menores (22). La fimbria mayor promueve la congregación de 

microorganismos tales como Streptococcus gordonii (23,24) y Actinomyces 

viscosus. De igual manera esta fimbria  participa en la adherencia a la superficie 

dental por asociación con la película dental, a células epiteliales y fibroblastos. 

 

Proteasa: Esta bacteria sintetiza proteasas, colagenasas, peptidasas y 

hialuronidasas. Las proteasas sirven como vehículo para la congregación de 

microorganismos como  Actinomyces viscosus y en la adherencia a células 

epiteliales y fibroblastos (25-28). 
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Vesículas: Este organismos produce vesículas que son liberadas de su 

superficie. Las cuales contienen la endotoxina denominada lipopolisacárido. Se ha 

demostrado que estas vesículas se adhieren a Actinomyces viscosus  a matriz 

extracelular entre las que incluyen colágena, laminina, fibronectina y fibrinógeno 

(29,30). 

 

 

 

 
Figura 5. Arriba. Microscopía electrónica de la estructura de la superficie de 

Porphyromonas gingivalis. Abajo. Estructura del gen fimbrial de Porphyromonas gingivalis 

(64). 

 

Entre los modelos de invasión de Porphyromonas gingivalis más 

estudiados, se  encuentra el modelo de estudio con células epiteliales. Se ha 
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mostrado que la fimbria mayor  induce la activación de una enzima, una cinasa 

que participa en la fosforilación de una proteína de 68 kDa. Se ha observado así 

mismo que la adherencia de la bacteria promueve la formación de “coated pits” en 

la superficie de las células epiteliales lo que sugiere que la internalización de la 

bacteria se lleva a cabo por el modelo clásico de endocitosis (31-34). 

Algunos estudios muestran que agentes que previenen la formación de 

microtúbulos o microfilamentos disminuyen la invasión, lo que sugiere que los 

componentes del citoesqueleto están involucrados en el proceso de invasión. Otro 

evento que participa en la invasión es la movilización intracelular de calcio (35). 

Toda vez que la bacteria ha realizado el proceso de invasión  prosigue con la 

invasión de las capas más profundas del epitelio. 

 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Entre los mecanismos de adherencia 

que utiliza esta bacteria se encuentran las fimbrias,  vesículas y material proteíco 

amorfo. 

 

Fimbrias: Las fimbrias son estructuras que están presentes cuando las 

bacterias se cultivan en condiciones de anaerobiosis y disminuyen conforme las 

bacterias son sembradas de forma consecutiva.  Se ha sugerido que la pérdida de 

las fimbrias está asociada con la variante rugosa a lisa que afecta tanto la 

capacidad adhesiva como la capacidad invasiva de la bacteria (36-38). Las 

variantes rugosas se adhieren con más firmeza que las lisas. Sin embargo las 

lisas resultan más invasivas. Las fimbrias de estas bacterias juegan un papel 

importante en la adherencia a células epiteliales, hidroxiapatita en saliva y a 

fibroblastos. 

 

Vesículas: Esta bacteria produce vesículas extracelulares que participa en 

la adherencia. Produce así mismo una leucotoxina, que es un importante factor de 

virulencia que promueve la destrucción de leucocitos polimorfonucleares y 

macrófagos. 
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Material Amorfo Extracelular: Se localiza en la superficie de la bacteria  y 

permite la adherencia de otras bacterias que presentan una adhesividad débil 

facilitando de esta forma la colonización de otras bacterias (39). 

 

Mecanismos de Invasión 

 

Porphyromonas gingivalis. La invasión de esta bacteria está en relación con la 

fimbria mayor como en el caso de su capacidad de adherencia. Sin embargo, no 

existe una relación aparente entre la adherencia y la invasión (40,41). La fimbria 

es capaz de inducir la fosforilación de una proteína de 68 kDa en un proceso 

mediado por una proteína cinasa en células de eucariontes (42). 

 

La bacteria en células epiteliales se fija a las microvellocidades. Lo que 

sugiere que la bacteria se internaliza por un proceso de endocitosis mediado por 

receptor. La proteína de la bacteria, el DNA y la síntesis de RNA son necesarios 

para el proceso de invasión. Sin embargo no se conoce si el proceso de síntesis 

proteica sea necesaria. La entrada de la bacteria requiere tanto del metabolismo 

energético de la bacteria como del hospedero. El proceso de invasión disminuye 

cuando se utlizan agentes que previenen la formación de microtúbulos y 

microfilamentos lo que sugiere que estos componentes del citoesqueleto juegan 

un importante papel en la entrada. De igual manera inhibidores de proteasas 

inhiben la invasión lo que posiblemente proteasas presentes en la bacteria 

estarían involucradas en la entrada. Un requisito en la entrada de la bacteria 

consiste en la movilización de calcio de depósitos intracelulares al citosol (4). Una 

vez que la bacteria ha entrado en las células se puede localizar en las capas 

epiteliales más profundas (43-47). 

 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. La invasión de células epiteliales por 

esta bacteria es un proceso dinámico en el que intervienen diversos pasos en los 

que está involucrado un proceso dependiente de actina, rápida multiplicación 

intracelular y su diseminación en las células (48-50). En otros estudios se ha 
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demostrado que el ingreso de la bacteria en ocasiones es independiente de actina 

y dependiente de microtúbulos (51). 

 

La invasión de la  cepa SUNY465 de Aggregatibacter actinomycemcomitans 

se produce por la interacción con microvellocidades y formación de cráteres en la 

superficie del hospedero (50, 52). Este proceso es mediado por el mecanismo 

dependiente de actina (50, 53). La adherencia de la bacteria no ocasiona 

rearreglos de actina de la periferia a los puntos focales de la bacteria (38). No se 

ha caracterizado al receptor responsable del proceso pero algunas evidencias 

sugieren que se trata del receptor a transferrina o a citocina (50). De manera muy 

veloz se forma una vacuola derivada de la membrana que rodea a la bacteria y 

que posteriormente desaparece. Posiblemente por la activación de la fosfolipasa C 

(54). 

 

Por otra parte inhibidores  de microtúbulos como colchicina o taxol 

incrementan la concentración intracelular de la bacteria y previene su salida (52, 

54, 55). La salida de la bacteria y la invasión de otras células es mediada por 

estructuras que se proyectan en la superficie celular (54). Ocurren dos tipos de 

proyecciones un tipo es intracelular y conecta a diferentes células y el otro tipo 

está asociado únicamente por la célula donde se originó la invasión. Estas 

estructuras se forman porque la bacteria empuja la membrana de la célula. 

 

Por otra parte, la placa dentobacteriana, por mucho tiempo se ha 

considerado que está confinada únicamente a la encía, las mucosas, lengua, 

superficie de los dientes y membranas. Sin embargo, bacterias como 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis  invaden 

tanto células epiteliales como tejido conectivo lo que ocasiona inflamación de las 

encías y sangrado lo que ocasiona el ingreso de microorganismos de manera 

sistémica y promueve la enfermedad. De igual forma otros procedimientos como el 

cepillado dental, cirugías, extracción de piezas dentales promociona el ingreso de 

las bacterias en el torrente sanguíneo (56). 
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5.1.5. ENDOTOXINAS BACETRIANAS 

 

Ácido lipoteicoico.  

 

Los peptidoglucanos y el ácido lipoteicoico (LTA) son dos de los principales 

componentes de las bacterias Gram-positivas que tienen actividades relacionadas 

con el desarrollo de sepsis. En modelos experimentales in vivo e in vitro, han 

mostrado que el LTA estimula respuestas inflamatorias, y que de igual forma estos 

componentes se encuentran asociados a infecciones específicas.   

 

Se han identificado tres eventos ocasionados por bacterias Gram-positivas 

y que conducen a la liberación de citocinas por parte de diferentes células del 

hospedero como monocitos, macrófagos y células dendríticas. El primero se 

produce por presencia de componentes provenientes de las bacterias Gram-

positivas, seguida de la interacción con receptores presentes en las células 

inmunes y finalmente por la activación de mecanismos de transducción que 

conducen a la expresión de moléculas proinflamatorias. El LTA es un componente 

único de la pared celular de las bacterias Gram-positivas, es un polímero de 

glicerol-fosfato que contiene azúcar y dos grupos acilo, estos últimos le confieren 

la propiedad de anclarse en la membrana celular.  

 

En la tabla II se muestran las diferencias en los lípídos de anclaje entre las 

diferentes especies.   Una forma no acetilada del LTA es el ácido teicoico, que 

está unido covalentemente al peptidoglucano de la pared celular de las bacterias 

Gram-positivas. Desde 1993, el LTA se extrae con  fenol seguido de una 

cromatografía de interacción hidrofóbica (57). La purificación del  LTA permitió 

determinar cómo se activan las células inmunes y estudiar el papel que tiene esta 

molécula en la síntesis de citocinas. En estudios in vitro se demostró que los 

monocitos expresan  interleucina-1β (IL-1β), interleucina-6 (IL-6) y el factor de 
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necrosis tumoral (TNF-α) en respuesta al tratamiento con LTA. El LTA aislado de 

Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Streptococcus pyogenes y de cepas de 

Enterococci, promueven la liberación de  las citocinas mencionadas en líneas 

anteriores tanto en macrófagos y como en monocitos (58).  

 

En contraste el LTA aislado de Staphylococcus aureus y Streptococcus 

pneumoniae no inducen liberación de citocinas (2). En el mismo estudio se 

muestra también que la inducción de citocinas ocurre tanto en presencia  como en 

ausencia de suero, lo que sugiere que la estimulación no es dependiente de 

factores del complemento. Por otra parte cuando el LTA es desacilado pierde la 

capacidad de estimular a monocitos, lo que demuestra que el componente lípidico  

es el que confiere al LTA la actividad biológica. Estudios in vitro realizados en 

macrófagos muestran que el LTA de diferentes especies  induce la secreción de 

TNF-α y la inducción de la enzima óxido nítrico sintasa y producción de óxido 

nítrico. Estos estudios sugieren que la capacidad del LTA para estimular 

respuestas inmunes depende de la especie. Sin embargo, el LTA obtenido de S. 

aureus no induce la secreción de TNF-α y nitratos.  

 

Las preparaciones de LTA que se obtienen únicamente por extracción 

fenólica  estimulan a las células solo cuando se utiliza a altas dosis de LTA. Por 

ejemplo el LTA de S.aureus induce la liberación de IL-12 en una línea celular de 

monocitos (1 a 10 µg/ml) (3), así como la expresión de la enzima óxido nítrico 

sintasa inducible en cardiomiocitos  y en la línea celular de macrófagos J774 (4), la 

expresión de TNF-α, IL-6 e interlecuina-10 (IL10) en monocitos y células T (5) y de 

la ciclooxigenasa-2 en células epiteliales pulmonares. El LTA activa también la vía 

del complemento clásica y alterna. En estudios in vivo, el LTA extraído con fenol 

actúa en sinergia con el peptidoglucano para causar falla de órganos en ratas (59) 

y protege contra el daño por isquemia y la reperfusión del corazón y los riñones. 

Recientemente se demostró que la aplicación nasal de LTA provoca la infiltración 

de neutrófilos en los pulmones, lo que sugiere que el LTA comparte muchas 

propiedades con los lipopolisacáridos (LPS). 
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Otros estudios muestran que preparaciones comerciales de LTA aislado de 

S.aureus, B.subtilis y S. sanguis contienen concentraciones significativas de LPS y 

de otros componentes distintos al LTA con capacidad de inducir respuestas 

inflamatorias (59,63). Por ejemplo, se ha demostrado que la capacidad del LTA 

para estimular la producción de óxido nítrico en macrófagos de rata RAW 264.7 es 

fuertemente atenuada por el tratamiento con polimixina (es un péptido catiónico 

cíclico que se asocia con alta afinidad al LPS y reduce su toxicicidad) lo que 

sugiere que la muestra que utilizaron para este estudio presentaba contaminación 

por LPS.  Cuando las preparaciones de LTA de S.aureus, Bacillus subtilis y S. 

sanguis fueron sometidas a cromatografía de interacción hidrofóbica se obtuvieron 

dos fracciones una enriquecida en LTA y otra en LPS. Al tratar los macrófagos con 

la fracción enriquecida en LTA, las células no sintetizaron óxido nítrico. Las 

preparaciones enriquecidas en LTA obtenidas de Bacillus subtilis y S. pyogenes 

inducen la liberación de TNF-α, IL-1β, IL-6 e IL-10 en macrófagos y linfocitos. El 

LTA de S. aureus no tuvo ningún efecto, algunos investigadores sugieren que 

durante la extracción del LTA se produce una  descomposición en su estructura y 

por este motivo no presenta actividad biológica. La utilización de otros métodos 

como la extracción con butanol permite la obtención de LTA de S.aureus con 

actividad biológica. En estudios in vivo este LTA no tiene efecto sobre la adhesión 

y emigración. El receptor TLR2 reconoce una gran variedad de componentes 

microbianos. Entre los que se encuentran las lipoproteínas y lipopéptidos de varios 

patógenos, peptidoglucano y ácido lipoteicoico de bacterias Gram-positivas, 

lipoarabinomanano de micobacteria y glucolípidos de Treponema maltoplhilum 

(60). 

 

Los receptores TLR2 reconocen un amplio rango de productos bacterianos 

debido a la cooperación con diversas proteínas. Se ha demostrado que forma 

heterodímeros con otros TLRs como TLR1 y TLR6 los cuales estructuralmente 

están relacionados con TLR2. De igual forma colabora con distintos tipos de 

receptores como dectina-1, receptor de la familia de las lectinas para β-glucano 
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componente de la pared celular de hongos. Otras observaciones muestran 

también que los dominios citoplasmáticos de diferentes TLR no son 

funcionalmente equivalentes, lo que sugiere que  la capacidad de tipos celulares 

específicos  para responder a bacterias Gram-positivas no está definida solamente 

por la expresión de TLR2. La expresión diferencial y heterodimerización entre los 

receptores TLR incrementa el repertorio de respuestas celulares que pueden 

activarse por diversos estímulos infecciosos, y es posible que esta sea la base 

para las respuestas celulares específicas.  

 

Entre las vías de transducción activadas en respuesta al tratamiento con 

LTA se encuentran la de las proteínas cinasas activadas por mitógeno (MAPK) y la 

fostatidilinositol-3 cinasa (PI3K). En la sepsis en humanos la activación de MAPK 

está implicada en la granulocitosis y permite de esta forma restaurar la función 

inmune en sepsis.  

La inhibición de MAPK en granulocitos aislados de pacientes  con sepsis 

severa causa la restauración  de la apoptosis inducida por lipopolisacáridos. Por 

otra parte la MAPK p38 regula la supresión imnune en el bazo y la inhibición de 

p38 puede restaurar la función de linfocitos. La activación de MAPK está implicada  

en la tolerancia a endotoxinas  y la activación de macrófagos alveolares después 

de trauma por hemorragia (60). 
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5.2. ENDOCARDITIS 

 

 

l endocardio consiste en el revestimiento interno de las aurículas y 

ventrículos; es análogo a la capa íntima de los vasos sanguíneos y es más 

grueso en las aurículas.  

 

Presenta tres capas: 

1. Capa interna o endotelial medusa positiva 

2. Capa media o subendotelial 

3. Capa externa o subendocárdica 

 

 

5.2.1. ETIOLOGÍA 

E
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La endocarditis es una enfermedad que se produce como resultado de la 

inflamación del endocardio. Es decir, un proceso inflamatorio localizado en el 

revestimiento interno de las cámaras y válvulas cardíacas. La endocarditis puede 

afectar el músculo cardiaco, las válvulas o el revestimiento del corazón. La gran 

mayoría de los enfermos que padecen una endocarditis sufren también algún otro 

tipo de enfermedad cardiaca subyacente. 

 

Un paso clave en el desarrollo de la endocarditis infecciosa consiste en la 

adherencia bacteriana en válvulas dañadas (Fig. 6). Streptococcus parasanguis y 

Streptococcus sanguis se asocian y contribuyen al desarrollo de lesiones en las 

válvulas cardiacas (61). Las especies de estreptococos producen glucanos que se 

adhieren a coágulos de fibrina derivados de las plaquetas y promueven también la 

agregación plaquetaria (62). 

 

 

5.2.2. FACTORES DE RIESGO 

 

Entre los factores de riesgo que más comúnmente se asocian al desarrollo de la 

endocarditis están el consumo de drogas por vía intravenosa, colocación de vías 

de acceso permanente a las venas, cirugía dental reciente, debilitamiento valvular 

y cirugía anterior de las mismas. Los hongos también son considerados como un 

agente causal de la endocarditis. En otras ocasiones resulta imposible identificar el 

organismo responsable del desarrollo de la endocarditis (63). 
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Figura 6. Desarrollo de la endocarditis bacteriana. Las bacterias bucales poseen unos 

mecanismos de adherencia muy específicos y como resultado colonizan y provo-can 

enfermedades principalmente en la cavidad bucal. Cuando se realizan procedi-mientos 

bucales en los cuales exista hemorragia estas bacterias y sus productos, como PGE2, 

TNF-α, IL-1β, TxA2, etc., pueden ser liberados al torrente sanguíneo y provocar 

enfermedades sistémicas. También se sabe que estas bacterias son agentes causales de 

la endocarditis infecciosa y/o ateroesclerosis y enfermedades coronarias. 

 

 

5.2.3. PATOGENIA 

 

En modelos experimentales de conejos inoculados con Streptococcus sanguis 

muestran que unas proteínas denominadas proteínas asociadas a la agregación 

plaquetaria que se expresan en la pared celular bacteriana  inducen la agregación 

plaquetaria. Lo que conduce a cambios en la frecuencia cardiaca, en presión 

sanguínea, contractibilidad cardiaca e isquemia. Posiblemente las proteínas 
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asociadas a la agregación plaquetaria ocasionen la trombosis plaquetaria  así 

como infarto al miocardio (64). 

 

La proteína FimA está asociada con la colonización de Streptococcus 

parasanguis y participa en la colonización de tejido cardiaco dañado y en 

endocarditis en ratas (65). 

 

 

5.2.4. DIAGNÓSTICO 

 

Entre los síntomas asociados a la endocarditis se encuentran: debilidad, fatiga, 

escalofríos, fiebre, pérdida de peso, soplo cardíaco, sudoración nocturna,  que en 

ocasiones puede ser severa, dificultad para respirar cuando se realiza alguna 

actividad, dolores musculares, palidez, dolores articulares, sangre en la orina, 

orina de color anormal, inflamación de pies, piernas o abdomen, sudoración 

excesiva, lesiones de Janeway (manchas cutáneas rojas e indoloras, localizadas 

en las palmas de las manos y en las plantas de los pies), ganglios rojos y 

dolorosos en las yemas de los dedos de la manos y de los pies (llamados nódulos 

de Osler), anomalías en las uñas. En las endocarditis, estos síntomas pueden 

generarse de un modo lento (subagudo) o, en cambio, de modo repentino (agudo). 

 

El grado de sospecha se incrementa en el momento en el que existen 

antecedentes de una cardiopatía congénita, consumo intravenoso de drogas, 

fiebre reumática o una intervención dental reciente. El examen físico puede 

mostrar una hipertrofia del bazo (esplenomegalia). El médico puede detectar un 

nuevo soplo cardiaco o un cambio en un soplo cardíaco previo. El examen de las 

uñas puede mostrar hemorragias en astilla. El examen oftalmológico puede 

mostrar hemorragias retinales caracterizadas por un área central clara (llamada 

manchas de Roth) y petequias (pequeños puntos de hemorragia) que se pueden 

detectar en la conjuntiva. Las puntas de los dedos de las manos se pueden 

agrandar y las uñas pueden encorvarse (dedos hipocráticos) (Fig. 7). 
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Figura 7. Dedos hipocráticos. 

 

Exámenes para el diagnóstico: 

 

1. Hemocultivo repetitivo y pruebas de sensibilidad (la mejor prueba para la 

detección) 

2. Serología para ciertas bacterias que pueden ser difíciles de detectar por medio 

de hemocultivo 

3. Electrocardiograma (ECG) 

4. ESR (tasa de sedimentación eritrocítica) 

5. CSC puede mostrar un conteo alto de glóbulos blancos y/o una anemia 

microcítica de bajo grado 

6. Radiografía del tórax 

7. Ecocardiograma 

8. Ecocardiograma transesofágico 

 

 

5.2.5. TRATAMIENTO 

 

Con cierta regularidad, se hace necesario hospitalizar al paciente con el fin de 

llevar a cabo un tratamiento administrando antibióticos por vía intravenosa. Es 

necesaria la antibioterapia por un tiempo prolongado para erradicar la bacteria de 
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las cámaras y válvulas cardíacas. Frecuentemente, este proceso terapéutico se 

prolonga durante 6 semanas. Además, el antibiótico seleccionado debe ser 

específico para el organismo involucrado en esta dolencia, lo cual se determina a 

través de un hemocultivo y de las importantes pruebas de sensibilidad. En el caso 

de que se desarrolle una insuficiencia cardiaca como resultado de la afección 

valvular del músculo cardiaco o si el fenómeno infeccioso se está separando en 

fragmentos pequeños, dando lugar a una serie de accidentes cerebro-vasculares, 

o existe evidencia de lesión a un órgano, por lo general se hace necesaria una 

cirugía para reemplazar la válvula cardiaca afectada. 

 

 

5.2.6. COMPLICACIONES 

 

Algunas de las complicaciones que se presentar debido a la endocarditis se 

mencionan a continuación: 

 

1. Coágulos sanguíneos o coágulos infectados a partir de endocarditis 

que se desplazan al cerebro, riñones, pulmones o abdomen, 

ocasionando daños de diferente gravedad e infección a estos 

órganos. 

2. Insuficiencia cardiaca congestiva si el tratamiento se retrasa 

3. Arritmias 

4. Daño grave de válvulas cardíacas 

5. Accidente cerebro-vascular 

6. Glomerulonefritis 

7. Absceso cerebral 

8. Ictericia 

 

 

5.2.7. PREVENCIÓN 
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Los antibióticos con función profiláctica se suelen administrar a aquellas personas 

que presentan predisposición a las afecciones cardíacas, previamente a 

procedimientos dentales ó cirugías que pongan en compromiso las vías 

respiratorias, urinarias o intestinales. Se recomiendan revisiones médicas 

periódicas continuas para los pacientes que de alguna manera tengan 

antecedentes de endocarditis. 
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5.3. EFECTOS DE LOS MICROORGANISMOS 

PERIODONTOPATÓGENOS EN CARDIOMIOCITOS 

 

 

5.3.1. RECEPTORES TOLL 

 

os receptores tipo Toll son una familia de proteínas membranales que sirven 

como receptores de reconocimiento de patrones para una variedad de 

moléculas derivadas de microbios y estimulan las respuestas de la inmunidad 

innata a los microbios expresando estas moléculas. La primera proteína en ser 

identificada en esta familia fue la proteína de Drosophila Toll, la cual esta 

involucrada en establecer el eje dorso ventral durante la embriogénesis de la 

mosca así como también mediando respuestas antimicrobianas. Hasta ahora se 

han descubierto 10 diferentes TLRs en los mamíferos en la base de la homología 

de secuencia a los Toll de la Drosophila, y son nombrados TLR del 1 al 10, pero 

puede ser que existan más miembros de la familia. Todos estos receptores 

contienen repeticiones ricas en leucina flanqueados por motivos característicos 

ricos en cisteina en sus regiones extracelulares y un dominio homólogo al receptor 

Toll/IL-1 (TIR, por sus siglas en inglés) en su región citoplasmática, la cual es 

esencial para la señalización (Fig. 8). 

 

L 
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Figura 8. Composición de los receptores tipo Toll. 

 

Los dominios TIR también se encuentran en las colas citoplasmáticas de los 

receptores de IL-1 e IL-18, y vías de señalización similares esta relacionadas con 

los TLRs, IL-1 e IL-18. Los TLRs se expresan en diferentes tipos celulares que son 

componentes importantes del sistema inmune innato, incluyendo macrófagos, 

células dendríticas, neutrófilos, células de la mucosa epitelial, y células 

endoteliales (66). 

 

Los TLRs de los mamíferos están involucrados en la respuesta a tipos muy 

divergentes de moléculas que son comúnmente expresados en células 

microbianas pero no mamíferas (Tabla 3). La respuesta inmune innata para una 

especie de microbios puede reflejar una integración de las respuestas de varios 

TLRs a diferentes moléculas producidas por los microbios. Algunos de los 

productos microbianos que estimulan a los TLRs, incluyen el lipopolisacárido 

(LPS) de las bacterias gram-negativas, peptidoglicano de las bacterias gram-

positivas, lipoproteínas bacterianas, ácido lipoteicoico, lipoarabinomanano, 

zimosano, la proteína flagelar bacteriana flagelina, la proteína 60 de shock de 

calor, la proteína de fusión de virus respiratorio sincitial, motivos CpG no 

metilados, y doble cadenas de ARN. En muchos casos, un solo TLR es 

responsable de estimular la respuesta inflamatoria a un ligando microbiano en 

particular, como la respuesta mediada por el TLR9 a CpG. Sin embargo, el 

repertorio de especificidad del sistema TLR es aparentemente extendido por la 

habilidad de los TLRs para heterodimerizar con uno al otro. Por ejemplo, los 
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dímeros del TLR2 y TLR6 se requieren para la respuesta ha peptidoglicanos. En 

algunos casos, uno de los TLRs de un heterodímero puede conferir especificidad 

de unión al ligando, y el otro TLR se puede requerir para señalización (66). 

 

La especificidad de los TLR también esta influenciada por varias moléculas 

de adaptación que no son TLR. Esto esta completamente entendido para TLR4 y 

su ligando LPS. El LPS primero se une a la proteína soluble de unión al LPS (LBP, 

por sus siglas en inglés) en la sangre o fluido extracelular, y este complejo sirve 

para facilitar la unión del LPS a CD14, el cual existe tanto como una proteína 

plasmática soluble y una proteína de unión membranal glicofosfatidilinositol en la 

mayoría de las células excepto en el endotelio. Una vez que el LPS se une al 

CD14, el LBP se disocia, y el complejo LPS-CD14 se asocia físicamente con el 

TLR4. Una proteína accesoria extracelular adicional llamada MD2 también se une 

al complejo con CD14. El LPS, CD14, y MD2 se requieren para la señalización 

inducida por el LPS, pero no esta completamente claro si es necesario de una 

interacción física directa del LPS con el TLR4. Las diferentes combinaciones de 

las moléculas accesorias en el complejo TLR pueden servir para ensanchar el 

rango de productos microbianos que pueden inducir la respuesta inmune innata. 

Por ejemplo, tanto CD14 como MD2 están asociados con complejos de otros TLRs 

(e.g., TLR2), y TLR4 puede formar complejos con otras moléculas accesorias, 

como MD1 y RP105, en ciertos tipos de células, como los linfocitos B (66). 

 

Tabla 3. RECEPTORES TIPO TOLL Y SUS LIGANDOS 

TLR Ligando Procedencia 

TLR2 Lipoproteínas 

Peptidoglucano 

Zimozano 

LTA 

GPI 

Lipoarabinomanano 

Fosfatidilinositoldimanosdo 

Bacteria 

Bacteria Gram-positiva 

Fungi 

Bacteria Gram-positiva 

Tripanosomas 

Micobacteria 

Micobacteria 
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La vía de señalización predominante usada por los TLRs resulta en la 

activación de NF-κB. En esta vía, el ligando que se une al TLR de la superficie de 

la célula lleva al reclutamiento de varias moléculas citoplasmáticas de señalización 

a través de interacciones específicas dominio-dominio. La primera proteína en ser 

reclutada es la proteína citoplásmica de adaptación MyD88, la cual contiene un 

dominio TIR que probablemente se une al dominio TIR del TLR. MyD88 también 

contiene un dominio muerte, homólogo al encontrado en las moléculas de 

señalización de la familia de los receptores a TNF. Una segunda proteína en 

reclutarse dentro del complejo de señalización es llamada cinasa asociada al 

receptor de IL-1 (IRAK, por sus siglas en inglés). IRAK contiene un dominio muerte 

que media la interacción con el dominio muerte de MyD88 y un dominio cinasa 

proteína serina/treonina. En el reclutamiento, IRAK sufre de autofosforilación, se 

disocia de MyD88, y activa al factor-6 asociado a TNF-R (TRAF-6, por sus siglas 

en inglés). Luego TRAF-6 activa la cascada de la cinasa IκB, lo cual lleva a la 

activación de NF-κB. Esta misma vía esta involucrada en la inducción de IL-1 e IL-

18 por la activación de NF-κB. En algunos tipos de células, ciertos TLRs también 

TLR3 ? Doble cadena de ARN Virus 

TLR4 LPS 

HSP60 

Batceria Gran-negativa 

Clamidia 

TLR5 Flagelina Varias bacterias 

TLR9 CpG Bacteria, protozoarios 
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comprometen otras vías de señalización, como la cascada de la proteínas cinasa 

activadas por mitógeno (MAPKs, por sus siglas en inglés), llevando a la activación 

del factor de transcripción AP-1 (66). 

 

Los genes que se expresan en respuesta a la señalización de proteínas 

codificadas por TLR son importantes en diferentes componentes de las respuestas 

de la inmunidad innata. Esto incluye citocinas inflamatorias (TNF-α, IL-1, e IL-12), 

moléculas de adhesión endoteliales (E-Selectina), y las proteínas involucradas en 

mecanismos para matar microbios (iNOS). Los genes particulares expresados 

dependerán de la respuesta de tipo de célula (66). 

 

 

5.3.2. SISTEMA DE TRANSDUCCIÓN DE TLR 

 

Las respuestas desencadenadas por las señales de transducción incluyen la 

regulación de la expresión génica, la regulación de las vías metabólica y la 

locomoción celular. 

 

Los componentes que contribuyen al proceso de señalización intracelular y 

que estimulan el crecimiento, muerte y división celular tienen importancia médica 

cuando se intenta aislar los factores casuales de cánceres y muerte celular. 

 

Existe un grupo de cinasas que han sido implicadas en las vías de 

señalización intracelular y que tienen efectos en la muerte y longebidad celulares. 

Las proteínas cinasas más destacables relacionadas con este tema, son algunas 

MAP Kinasas: ERK 1/2, p38 y JNK (las MAP Kinasas son “proteínas cinasas 

activadas por mitógeno”, un mitógeno es un inductor de proliferación y 

diferenciación celular) y otras proteínas como AKT, GSK3 y PI3-K (67). 

 

Cascadas de señalización 
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Después del reconocimiento entre TLR2 y el LTA se produce un amplio espectro 

de señas intracelulares como la activación de la familia de MAPK, proteína cinasa 

B (PKB) y de la cinasa IκB (IKK). El incremento en la actividad de estas cinasas 

consecuentemente activa a diversos factores de transcripción como NF-κB (p50 y 

p65), Jun/Fos, factor de transcripción (ATF), factor de respuesta a suero (SRF), 

proteína semejante a Ets (ELK), proteína de unión y aumento de CCAAT (C/EBP) 

y la proteína de fijación del elemento de respuesta a AMP cíclico (CREB). El 

primer evento que inicia la cascada de transducción consiste en la co-localización 

y agrupamiento de receptores y señales de transducción en la membrana 

plasmática (68). 

 

En respuesta al tratamiento con Streptococcus B, los receptores TLR2, 

TLR6 y CD14 se agrupan y la primera molécula intracelular reclutada por el 

complejo es el factor de diferenciación mieloide (MyD88) el cual recluta y activa a 

la cinasa asociada a receptor de interleucina-1 (IRAK). IRAK forma multímeros 

que se autofosforilan y reclutan grandes complejos consistentes en el factor 

activado por el receptor TNF (TNF/TRAF6), cinasa activadora del factor de 

crecimiento transformante β-1 (TAK1) proteína de asociación a TAK1 (TAB1) y 

TAB2. 

 

IRAK 4 fosforila a IRAK1, esta fosforilación es indispensable para la 

activación de la transducción de señales, recientemente se ha descrito que la 

forma IRAK-M actúa como inhibidor. Así mismo, la activación de TAK1 promueve 

su liberación del complejo y de esta forma activa a IKKβ y a MAP cinasa (67KK6). 

La cinasa inductora de NF-κB (NIK) se requiere para la activación de la cinasa de 

IκB (IKκB) que promueve la fosforilación, ubiquitinación y degradación en el 

proteosoma 26S de IκB y la translocación de NF-kB al núcleo. La proteína cinasa 

MAP-β (MKKβ) es responsable de la activación de las MAPK p38 y la cinasa 

terminal N-JUN (JNK) (69). 
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En presencia de la proteína adaptadora denominada intermediario 

conservando evolutivo de la vía de Toll (ECSIT) y MEK cinasa (1/MKK1), TRAF6 

puede activar a ERK 1/2. Sin embargo, ERK 1/2 también puede activarse por un 

mecanismo independiente de TRAF6, que involucra a la forma atípica de PKC la 

PKCζ que esta asociada a la acumulación de ácido fosfatídico lo que conlleva a la 

activación de ERK 1/2. Finalmente, se ha demostrado también la activación de 

fosfatidilinositol-3 cinasa (PI3K) de una manera dependiente de PKB lo que 

conduce a la activación de NF-κB (70). 
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5.4. LOS FLAVONOIDES Y LA  ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 

 

 

a inflamación es un proceso biológico orquestado, inducido por una infección 

microbiana y lesión de tejido. El principal objetivo de la inflamación  es el 

reconocimiento de microbios por receptores específicos del sistema inmune 

innato, que juega un papel crucial en la inducción de señales tempranas de 

iniciación y estableciendo la colocación inflamatoria (71). Una función principal  de 

la inflamación es resolver la inflamación y reparar el daño en orden de alcanzar el 

equilibrio homeostático. Así, la respuesta inflamatoria ideal es rápida y destructiva, 

aunque específica y auto-limitante (72). La importancia de este balance es 

demostrado por descubrimientos en ciertas infecciones crónicas y desórdenes 

inflamatorios, que la respuesta inflamatoria causa más daño al huésped que al 

microorganismo (73). 

 

La inflamación y el sistema inmune se encuentran íntimamente 

relacionados. De hecho, una sobre-activación de la respuesta inmune innata 

puede causar infección crónica o inflamación crónica debido a una regulación o 

resolución ineficiente de la respuesta inflamatoria (74). 

 

 También los medicamentos anti-inflamatorios esteroideos y los AINEs son 

actualmente usados para tratar la inflamación aguda, estos medicamentos no han 

podido ser completamente exitosos en la curación de desordenes crónicos 

inflamatorios mientras que tales compuestos son acompañados por efectos 

secundarios inesperados. Por lo tanto, hay una necesidad urgente para encontrar 

compuestos anti-inflamatorios seguros (75). La medicina tradicional ha usado 

extractos de diferentes plantas para el tratamiento de una gran variedad de 

desordenes incluyendo inflamación aguda y crónica. Entre los constituyentes 

activos de estos extractos, los flavonoides son una familia de substancias que sus 

miembros tiene varias propiedades biológicas interesantes incluyendo actividad 

anticancerígena, antimicrobiana, antiviral, anti-inflamatoria, inmunomoduladora y 

L 
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antitrombótica (76-78). 

  

Entre estas actividades biológicas, la capacidad anti-inflamatoria de los 

flavonoides ha sido utilizada durante mucho tiempo en la medicina china aplicando 

extractos crudos de plantas. Varias investigaciones han demostrado que una 

variedad de moléculas de los flavonoides presentan actividad anti-inflamatoria 

tanto in vitro e in vivo (79, 80). 

 

Además, la inflamación se ha encontrado cada vez más que esta 

involucrada en el desarrollo de varias enfermedades crónicas como la 

ateroesclerosis, obesidad, diabetes, enfermedades de neurodegeneración e 

incluso cáncer. Además de esto, las enfermedades cardiovasculares y el cáncer 

son principales causas de mortalidad en varios países. Numerosos estudios 

epidemiológicos indican que un aumento en el consumo de frutas ricas en 

flavonoides y vegetales esta asociado con una disminución en la incidencia de 

enfermedades cardiovasculares y de diferentes tipos de cáncer (81-86). Este 

efecto protector se ha atribuido  en parte a propiedades anti-inflamatorias de los 

flavonoides (87). Así, puede ser de valor estudiar la actividad anti-inflamatoria de 

los flavonoides, no sólo con el propósito de establecer mecanismos anti-

inflamatorios, sino también para desarrollar una nueva clase de agentes anti-

inflamatorios más seguros, que pueden ser útiles en el tratamiento de este tipo de 

enfermedades (88). 

 

 

5.4.1. LOS FLAVONOIDES Y LA INFLAMACIÓN 

 

 Los flavonoides son una subclase polifenólica que están ampliamente 

distribuidos en el reino de las plantas, y son caracterizados por dos o más anillos 

aromáticos, cada uno porta por lo menos un hidroxilo aromático y se conecta con 

un anillo heterocíclico (89). Los flavonoides esta catalogados en diferentes 

subtipos basados en la conexión de un anillo aromático al anillo heterocíclico así 
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como el estado oxidativo y los grupos funcionales del anillo heterocíclico. Los 

flavonoides se encuentran en frutas, vegetales, legumbres, hierbas, flores, así 

como en té y en el vino tinto. Son componentes prominentes de las frutas cítricas y 

de otras fuentes de alimentos y son en varios países regularmente consumidos en 

una dieta saludable. La tabla 4 muestra las subclases de flavonoides y los  

flavonoides más prominentes en alimentos y los alimentos más típicos que los 

contienen (73, 89). 

 

Tabla 4. SUBCLASES Y LOS  FLAVONOIDES MÁS PROMINENTES EN 

ALIMENTOS Y LOS ALIMENTOS MÁS TÍPICOS QUE LOS CONTIENEN 

SUBCLASE DE 

FLAVONOIDES 
FLAVONOIDE DEL ALIMENTO 

ALIMENTO QUE LO 

CONTIENE 

Flavanoles Catechina, galocatechina, epicatechina Tés, uvas rojas y 

vinos tintos 

Flavanones Naringenina, hesperetina, erodictiol Alimentos cítricos 

Flavones Apigenina, luteolina Especias de hojas 

verdes 

Isoflavones Daidzeína, genisteína, gliciteína, 

biocanina A 

Alimentos de soya y 

legumbres 

Flavonoles Kampferol, miricetina, quercetina, 

isoramnetina 

Casi ubicuo en 

alimentos 

Antocianidinas Cianidina, delfinidina, pelargonidina Cerezas, bayas y 

arándanos 

 

Varias investigaciones han probado en repetidas veces que diferentes 

moléculas de flavonoides exhiben funciones anti-inflamatorias. Así, las actividades 

anti-inflamatorias de los flavonoles (quercetina, rutina y morina) y flavanones 

(hespertenina y hesperidina) fueron investigadas en inflamación aguda y crónica 

en modelos animales (79). La rutina solo fue efectiva en los procesos crónicos, 

principalmente en la artritis adyuvante. En la inflamación neurogénica inducida por 

xileno sólo los flavanones fueron efectivos. Además de esto, estos compuestos 

fueron los más efectivos en el proceso inflamatorio subcrónico (79). Paradker et al. 
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(90) demostraron que una dieta que contenga isoflavones con daidzina, glicitina, 

genisteína y sus glucósidos, pueden modular la reacción inflamatoria en el 

intestino e hígado de ratones tras la inyección de LPS. Estos hallazgos in vivo 

fueron consistentes con el efecto anti-inflamatorio de la genisteína encontrado en 

estudios con células usando células de intestino humano CACO-2 (73). 

 

Entre una gran variedad de flavonoides naturales, uno de los más 

estudiados en diferentes modelos de inflamación ha sido la genisteína (un 

isoflavonoide). El efecto de este compuesto ha sido evaluado en un modelo de 

asma del conejillo de las indas (91). En este modelo de enfermedad de vías 

respiratorias, la genisteína atenúa marcadamente la broncoconstricción inducida 

por la ovoalbúmina, la eosinofilia pulmonar y en la falta de hiperrespuesta en las 

vías aéreas. Este efecto anti-inflamatorio puede estar mediado por la inhibición de 

la cascada de señalización de la tirosin cinasa (91). La genisteína inyectada 

intraperitonealmente demostró que protege a las ratas de una falla de órganos 

inducida por endotoxina (92), y un tratamiento posterior con genisteína reduce el 

nivel de inflamación y la destrucción del colágeno de articulaciones en artritis 

inducida en ratones. Este efecto terapéutico fue mediado por la modulación de los 

granulocitos, monocitos y linfocitos (93). Otros flavonoides han demostrado que 

son efectivos en prevenir la artritis adyuvante en la rata. La administración diaria 

intraperitonealmente de rutina, quercetina y hesperidina, inhiben tanto las fases 

aguda como crónica en estos modelos de inflamación, siendo la rutina el 

compuesto más activo en la fase crónica (94). 

 

La actividad anti-inflamatoria de los flavonoides ha sido también investigada 

en modelos in vitro, donde un número de estudios se han conducido a hacer 

alusión a los mecanismos de acción (73). 

 

 

5.4.2. MECANISMOS ANTI-INFLAMATORIOS DE LOS FLAVONOIDES 
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Varios mecanismos que explican la actividad anti-inflamatoria de los flavonoides 

se ha descrito, incluyendo (a) actividad antioxidante, (b) la regulación de 

actividades celulares de células relacionadas con la inflamación, (c) modulación de 

las actividades de metabolismo de enzimas del ácido araquidónico (fosfolipasa A2, 

ciclooxigenasa, lipoxigenasa) y el óxido nítrico sintaza, (d) modulación de la 

producción de otras moléculas proinflamatorias, y (e) modulación de la expresión 

de genes proinflamatorios (73). 

 

5.4.3. LOS FLAVONOIDES, LA INFLAMACIÓN Y LA ENFERMEDAD 

CARDIOVASCULAR 

 

La inflamación excesiva esta considerada ser un factor crítico en muchas 

enfermedades humanas, incluyendo cáncer, enfermedades cardiovasculares, 

obesidad, diabetes tipo II, o enfermedad de inflamación del intestino (95). Las 

propiedades anti-inflamatorias reportadas de productos naturales como los 

flavonoides pueden ser un factor crucial en el uso de estas sustancias para el 

tratamiento de dichas enfermedades (73). 

 

La enfermedad cardiovascular es actualmente la principal causa de muerte 

y enfermedad en muchos países. Los procesos inflamatorios son comúnmente  

características en varias condiciones cardiovasculares, como la ateroesclerosis, 

síndrome agudo coronario, daño miocardico por reperfusión isquémica y estenosis 

arterial (87). 

 

 La ateroesclerosis es una enfermedad progresiva caracterizada por la 

acumulación de lípidos y elementos fibrosos a los largo de las arterias, contribuye 

de manera importante para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares (96). 

Avances recientes en la ciencia básica han establecido un papel importante de la 

inflamación como mediador en los estados de comienzo de la progresión de una 

enfermedad, y posiblemente, la complicación trombótica de la ateroesclerosis (97). 
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 Uno de los eventos más tempranos en la pared arterial en el comienzo de la 

ateroesclerosis es la adhesión de células mononucleares al endotelio, que es 

provocado por un número de moléculas de adhesión como la P-selectina, la E-

selectina (98), la molécula de adhesión celular vascular 1 (VCAM-1) y la molécula 

de adhesión intracelular 1 (ICAM-1) (99). Estas moléculas son expresadas por 

células endoteliales y/o células de músculo liso sobre el estímulo proatrogénico 

como la oxidación de LDL ó radicales libres de oxidación (100, 101). Después de 

la unión de los monocitos y los linfocitos T a la superficie de la pared arterial, 

migran dentro del espacio subendotelial, donde se diferencian y son trasformados 

en macrófagos y células esponjosas. La migración transendotelial de los 

leucocitos durante el proceso inflamatorio es provocado por proteínas 

quimiotácticas como la proteína monocito quimioatrayente 1 (MCP-1) (102), así 

como por citocinas proinflamatorias secretadas por los macrófagos y células T, 

como TNF-α, IL-1 e IL-6 (103, 104) y factores de crecimiento como el factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento básico de 

fibroblasto (bFGF), el factor de crecimiento tipo insulina (IGF) y el factor 

trasformador de crecimiento β (TGF-β) (105). Estas moléculas contribuyen a la 

aterogénesis manteniendo la inflamación de la lesión y promoviendo la 

proliferación y migración de células de músculo liso residentes y la construcción de 

una densa matriz extracelular alrededor de ellas. El lípido de macrófago, los 

linfocitos T, las células de músculo liso y la matriz extracelular entran a un ciclo de 

migración, proliferación celular y la sobreproducción de tejido fibroso, llevando a 

lesiones intermedias y la restructuración del ateroma. Las tres clases de células 

activadas liberan mediadores proinflamatorios que inducen la expresión de 

moléculas de adhesión, y gradualmente, se forma la placa del ateroma (106). La 

figura 9 muestra el papel de la inflamación en el comienzo y progresión de la 

ateroesclerosis (73). 

 

 La inflamación también esta involucrada en la ruptura de plaquetas, que 

ocurre usualmente en áreas de inflamación sostenida, y acumulación de 

macrófagos. La activación de células T puede estimular la producción de una 
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matriz de metaloproteinasas por macrófagos en la lesión. Estas enzimas 

proteolíticas degradan el colágeno de la capa protectora de fibrina, dejando a la 

placa susceptible a la ruptura (107). Varias citocinas pueden también estar 

involucradas en la regulación de la secreción de TNF-α, IL-1 y MG-CSF, 

contribuyendo a la inestabilidad de la placa (108). 

 

Además, estudios clínicos han demostrado marcadores sistémicos de la 

inflamación para que sean fuertes predictores de eventos clínicos, y tratamientos 

específicos de la ateroesclerosis y su factor de riesgo a sido asociado con 

reducción en los marcadores inflamatorios (109). Este enlace entre la inflamación 

y la ateroesclerosis proveen un nuevo blanco para agentes farmacológicos futuros 

que puedan disminuir la progresión de la ateroesclerosis inhibiendo la inflamación 

(110). En este contexto, una dieta de flavonoides, como factores anti-inflamatorios 

naturales, pueden producir efectos cardiovasculares benéficos en la población 

humana. 

 

 



45 

 

Figura 9. La inflamación en el comienzo y progresión de la ateroesclerosis. 

 

Varios estudios han reportado asociaciones inversas entre el consumo de 

flavonoides y la incidencia de enfermedades cardiovasculares o mortalidad (111-

114), mientras que otros estudios no (115,116). Recientemente, un estudio 

prospectivo de mujeres postmenopáusicas mostró que la dieta con consumo de 

flavanones, antocianidinas, y ciertos alimentos ricos en flavonoides están 

asociados con un riesgo reducido de muerte debido a enfermedades coronarias y 

cardiovasculares (117). En un trabajo reciente, Hooper et al. realizó una revisión 

sistemática de la falta de efectividad de diferentes subclases de flavonoides y 

fuentes alimenticias ricas en flavonoides en ECV y factores de riesgo. Concluyeron 

que también algunos alimentos ricos en flavonoides pueden tener algunos efectos 

de  relevancia clínica en factores de riesgo de ECV, hay datos limitados de 

ensayos de intervención para otra subclase de flavonoides consumidos como 

parte de una dieta normal (118). Además de beneficios aparentes del consumo de 

flavonoides en la prevención primaria, un estudio sugiere que el consumo de 

flavonoides en forma de té puede tener beneficio entre los individuos con una 

enfermedad cardiovascular establecida (119). 

 

 Existen varios mecanismos por los cuales los flavonoides pueden ser 

protectores contra las enfermedades cardiovasculares, incluyendo efectos 

antioxidante, antiplaquetario, anti-inflamatorio así como el aumento de HDL, y 

mejorando la función endotelial. Un aspecto central de la patogénesis de la 

ateroesclerosis es la oxidación de lipoproteínas de baja densidad (LDL), los 

flavonoides tienen efectos antioxidantes y, además, algunos estudios han 

mostrado que los flavonoides disminuyen la peroxidanción lipídica de membranas 

biológicas (120). Por otra parte, algunos mecanismos implicados en el efecto anti-

inflamatorio de los flavonoides pueden contribuir a la protección cardiovascular, 

como la regulación de la producción de mediadores inflamatorios. En un modelo 

animal, Droke et al. (121) demostraron que la administración del isoflavonoide de 

soya reduce el riesgo de la enfermedad cardiovascular asociada con la 
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inflamación crónica, por mediadores inflamatorios por debajo de la regulación 

como TNF-α en un nivel endotelial. Además, estudios in vivo han revelado que 

una dieta de flavonoides como la apigenina, crisina, kampferol, o quercetina, 

atenúa la expresión de moléculas de adhesión en células endoteliales aórticas de 

humano (122). Los isoflavones también pueden proteger contra la enfermedad 

inflamatoria vascular por la inhibición de la adhesión de células monocito al 

endotelio (123). Los flavonoides también pueden contribuir a la estabilización de la 

placa ateromatsa, la quercetina ha mostrado estar inversamente asociada con la 

mortalidad por enfermedad coronaria por la inhibición de la expresión de la 

metaloproteinasa 1 (MMP1), y el debilitamiento de las placas ateroescleróticas 

(124). 
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6. OBJETIVOS 

 

 

6.1. OBJETIVO GENERAL 

 

Caracterizar el efecto del ácido lipoteicoico sobre la activación de ERK 1/2, JNK, 

p38, AKT y la inducción de COX-2 e IL-1 y determinar si los flavonoides regulan 

esta activación. 

 

 

6.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

• Identificar la fosforilación de ERK 1/2, JNK, p38, AKT inducida por ácido 

lipoteicoico. 

• Identificar la inducción de COX-2 e IL-1 por ácido lipoteicoico. 

• Determinar si los flavonoides, quercetina, luteolina, genisteina y 

quercetagetina regulan esta activación.  

 



 

44 

 

7. HIPÓTESIS 

 

 

7.1. Hipótesis Verdadera 

 

Si el  LTA se asocia  al receptor TLR-2 en el H9c2 entonces se desencadenarán 

cascadas de señalización intracelulares asociadas a la producción de mediadores 

inflamatorios.  

 

 

7.2. Hipótesis Falsa 

 

Si el LTA se une a su respectivo receptor y no es capaz de activar la vía de 

transducción. 
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8. TIPO DE ESTUDIO Y TAMAÑO DE MUESTRA 

 

 

Tipo de estudio: experimental, comparativo y prospectivo. 

 

Tamaño de la Muestra: 1 x 106 células, cardiomiocitos de ratón neonatal (línea 

celular H9c2) 

 

Análisis de Datos y Métodos estadísticos. 

 

Los experimentos se realizaron por 2 ocasiones por separado. Los resultados de 

PCR y de Western blot se analizaron con el software Labworks el cual obtiene la 

densidad óptica. Se obtuvo el promedio de los experimentos y se compararon con 

el control de cada caso, el cual se tomó como el 100% del basal. Se muestra en la 

figura 3 los resultados de un experimento representativo y el análisis gráfico. Se 

representa como la media ± Error Standard. 
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9. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

 

Población en estudio: Línea celular derivada de cardiomiocitos de ratón  H9c2 

(ATTCC CRT-1446) 

 

Selección de Variables: 

• Independiente: Tiempo y Dosis.  

• Dependiente: Densidad óptica. 

 

Tamaño de la Muestra: 1 x 106 células 

 

Método de recolección de datos: Tabulación y Matriz.  

 

Criterios de Inclusión: cultivo celular sub-confluente, medio translúcido.  

 

Criterios de Exclusión: cultivo confluente, medio ácido.  

 

Criterios de Eliminación: medio de cultivo turbio.  

 

Método de Procesamiento de los datos: Programas de Cómputo DigiIt Doc, 

Labs Work y Excel.  

 

 

MATERIAL 

 

• Agitador magnético (Nuova). 

• Balanza GA200 (Ohaus). 

• Baño de agitación (Precision Scientific). 

• Cajas de cultivo celular de 6 pozos (Costar). 

• Cámara de electroforesis vertical (Hoeffer). 
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• Cámara de transferencia (Hoeffer). 

• Campana de flujo laminar (Nuaire). 

• Centrifuga (Sorvall). 

• Espectrofotómetro (Perkin Elmer). 

• Gendarme (Costar). 

• Gradillas (Nalgene). 

• Incubadora (Nuaire). 

• Megatoscopio. 

• Microscopio de objetos invertidos C22 (Olympus). 

• Orbit Shaker (Labline). 

• Pipetas de 10ml y 5 ml (Finnipipette). 

• Potenciometro (Equipar). 

• Probetas graduadas. 

• Propipeta (Pepet-aid). 

• Sonicador (Lab-Line instruments). 

• Timer. 

• Tubos clínicos. 

• Tubos de ensayo. 

• Tubos Eppendorf. 

• Vasos de precipitado. 

• Vortex (Scientific industries). 

 

Reactivos: 

 

• Acrilamida  (Sigma) 

• Antibiótico-Antimicótico 1% penicilina G sódica, estreptomicina, anfotericina 

B (GIBCO BRL). 

• Anticuerpos primarios: p-ERK, ERK, p-p38, p38, p-JNK, JNK, COX-2, γ-

tubulina y AKT. 

• Glicina (Baker) 
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• Kit de quimioluminicencia (Santa cruz Biotechnology) 

• Marcador de peso molecular  (Bio-rad) 

• Medio de cultivo Eaggle modificado por Dublecco (GIBCO BRL) 

• Medio de cultivo de Hanks (GIBCO BRL) 

• Membrana de PVDF  (Amersham Biosciences) 

• PBS (SIGMA) 

• Persulfato de amonio  

• Suero bovino fetal (GIBCO BRL) 

• Trisma (Sigma) 

• NaCl (GIBCO BRL)  

• Tripsina  

• Tween (Sigma) 

• Vanadato de sodio  

 

 

MÉTODOS 

 

Cultivo celular: La línea celular H9c2 derivada de cardiomiocitos se obtuvo de 

ATCC (CRL-1446) se creció  en medio Eagle Modificado por Dulbecco, 

suplementado con 2mM de L-glutamina, penicilina (100 U/ml)/estreptomicina (100 

mg/ml)/ fungizona (1mg/ml) y 10% de suero bovino fetal. Las células se incubaron 

a 37°C en una atmósfera de 5% CO2. Los cultivos se mantuvieron hasta la 

confluencia.  

 

Ensayo de Western-Blot. Los cardiomiocitos H9c2 se crecieron en cajas de 6 

pozos.  Después del estímulo el medio se aspiró y las células se desprendieron 

ayudados con gendarme en buffer de fosfatos salino  (PBS) + 1 mM ortovanadato 

de sodio,  la muestra se centrifugó a 5,000 rpm durante 10´ y la pastilla se colocó 

con 50 µl de buffer de lisis  (0.05 M Tris-HCl, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 1% Nonidet P-

40, 0.5 M PMSF, 10 µg/ml leupeptina, 0.4 mM ortovanadato de sodio, 10 mM de 

fluoruro de sodio y  10 mM de pirofosfato de sodio), todos estos reactivos se 
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obtuvieron de  Sigma Chemical Co. La muestra se sonicó (1s x 30) en un baño 

con hielo. Para el ensayo de Western se utilizaron 50 µg de proteína que se 

mezcló 1:1 con buffer de muestra 2x  (20% glicerol, 4% SDS, 10% 2-

mercaptoetanol, 0.05% azul de bromofenol y  1.25 M Tris-HCl  pH 6.8; (todos los 

reactivos se obtuvieron de Sigma Chemical Co.), la muestra se cargó en un gel al 

10% SDS-PAGE y se corrió a 40V por 2 h. Las proteínas celulares se transfirieron 

a una membrana de PVDF (Amersham) 1 hr. a 0.3 amperes-y  5 V. Para verificar 

que se colocó igual concentración de proteína, las membranas se tiñeron con Rojo 

de Ponceau (Sigma Chemicals Co.). Posteriormente la membrana se bloqueó con 

150 mM NaCl, 100 mM Tris- HCl pH 7.8 (TBST) y  5% de suero albúmina de 

bovino por 1 hr., se lavó y se incubó con el anticuerpo primario  se utilizaron los 

siguientes anticuerpos: anti ratón-monoclonal Ing. fofo-ERK (tirosina-204) (1:5000) 

ó anti-conejo policlonal ERK 1/2  (1:1000); ó anti-ratón monoclonal pp38 (Tyr182)  

(1: 5000) ó anti-p38 (1:1000) ó anti- mouse monoclonal fosfo-AKT (Ser 403) 

(1:1000) ó anti-cabra policlonal COX-2 (1:1000) ó anti-cabra policlonal p65 

(1:1000) (Santa Cruz Biotechnology) . Las membranas se incubaron durante toda 

la noche a 4°C y posteriormente se lavaron durante 3 ocasiones con TBST  y se 

incubaron durante 2 hr con el anticuerpo secundario, HPR-conjugado anti-ratón 

IgG (1:1000) ó  anti- conejo IgG (1:1000) ó anti-cabra IgG (1:1000) (Santa Cruz 

Biotechnology). Las bandas inmunoreactivas se revelaron utilizando el sustrato de 

quimio-luminiscencia (Santa Cruz Biotechnology) y la autoradiografía se obtuvo 

después de exponer la película durante 2 min. Los experimentos se realizaron en 

5 ocasiones por separado. Las muestras se analizaron con el sistema digital Lab-

Works. 

  

Imnunocitoquímica: Las células se crecieron en cubreobjetos. Posteriormente se 

trataron con el LTA o flavonoide a los tiempos y dosis indicados en los pies de 

figura  y se fijaron por 30 minutos con 2% de formaldehído en PBS a 4°C y se 

lavaron durante 3 ocasiones con PBS. Posteriormente se permeabilizaron durante 

5 minutos con Triton 0.1% en PBS y se lavaron durante 3 ocasiones con PBS. 

Para la visualización de fosfo-ERK ½, fosfo-p38, fosfoAKT, COX-2, y NF-κB  las 
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células se trataron durante 1 hr con anticuerpo  anti-ratón fosfo-ERK ½ (Tyr 204); 

anti-ratón pp38 (Tyr 182); anti-ratón p-AKT (Ser 403), anti-cabra p65; anti-cabra 

COX-2 diluidos 1:100 en PBS, posteriormente se lavaron en cinco ocasiones con 

PBS. Las células se incubaron durante 45 minutos con anti-ratón IgG acoplado a 

rodamina ó  anti-conejo IgG acoplado a fluoresceína ó anti-cabra acoplado a 

rodamina (Santa Cruz Biotechnology) se utilizaron en dilución 1:100 en PBS. Las 

muestras se montaron en resina y se observaron por microscopia confocal. Los 

experimentos se repitieron en tres ocasiones por separado.  

 

Ensayo RT-PCR. El RNA total se aisló de los cardiomiocitos usando el método de 

Chomczynski y Sacchi. El RNA total (1µg) fue transcrito en forma inversa (RT) 

usando el equipo One Step RT-PCR (In vitrogen). La reacción de la polimerasa en 

cadena (PCR) se realizó utilizando los oligonucléotidos 

5´CATGCAAGGAAGGGAACTCTTC3´ (sentido codificante) y 

5´ACAGGGAACTCTGAAGCACTAG3´(Sentido anticodificante) derivado de COX-2 

(27) y 5´-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3´(Sentido codificante)  y 5´-

AGATCCACAACGGATACATT-3´ (Sentido anticodificante) derivado del gene de 

gliceraldehído 3-fosfato deshidrogenasa (GADPH). Las condiciones de la 

amplificación fueron las siguientes: desnaturalización a 94°C por 1 min, 

alineamiento a 55°C por 1 min  y extensión a 72°C por 1.5 min. El PCR se efectuó 

por 35 ciclos y como resultado del RT-PCR se obtuvo una banda sencilla de  1033 

pares de bases para COX-2, una banda sencilla de 287 pares de bases para IL-1 

y una banda sencilla de 309 pares de bases para GADPH. La identidad del 

fragmento se caracterizó por su tamaño aparente en geles de agarosa teñidos con 

bromuro de etidio. Se realizaron tres experimentos por separado de cada 

tratamiento.  

 

Cuantificación de Proteínas.  

Se cuantificaron las proteínas por el método de Bradford. Se tomaron 50 µg/ml de 

cada muestra para su hidrólisis con jugo azul desnaturalizante para fosfoproteínas 

y se colocaron en baño seco a 65oC.Se realizó la electroforesis en gel de 
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arcrilamida (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi. USA) al 10% a 80 V. Las 

proteínas fueron tranferidas a membrana de PVDF (Amersham Biosciences) 

durante 1 hr 0.30 Amp. y 20 V. Posteriormente se utilizó solución de bloqueo 

durante 30 min y 3 lavados de 10 min. cada uno  Se utilizan diferentes anticuerpos 

para identificar determinadas proteínas. 

  

 

 

 

 

 

 



 

51 

 

10. RESULTADOS 

 

Efecto del LTA sobre la fosforilación de las MAPKs en cardiomiocitos.  

 

La activación de las MAPKs ocurre después del tratamiento con el LTA. Las 

MAPKs constituyen una familia conformada por ERK 1/2 (que se activa en 

respuesta mitogénica), p38 (cinasa que se activa por estrés como por acción de 

luz ultravioleta, choque térmico o citocinas pro-inflamatorias) y JNK.  La exposición 

con LTA en los cultivos de cardiomiocitos promueve un incremento en el patrón de 

fosforilación de las MAPKs de manera dependiente del tiempo. El máximo efecto 

del LTA sobre la activación de las MAPKs se observa después de los 15 minutos 

de tratamiento. El análisis densitométrico mostró que p-ERK  se activó cinco veces 

sobre el basal;  p-JNK mostró un aumento de 4.7 sobre el basal; p-p38 de 4.4 

veces sobre el basal (Figura 1-A). En otra serie de resultados encontramos que 

LTA promueve un aumento en la actividad de las MAPK de manera dependiente 

de la dosis (Figura 1-B) encontramos que la máxima actividad se produce a la 

concentración de LTA de 15 µg/ml.  

 

 

Efecto del LTA sobre la activación de Akt.  

 

Akt (proteína cinasa B), es fosforilada y activada por PDK-1. Esta cinasa, es un 

importante efector del mecanismo de transducción de PI3K. La activación de Akt 

resulta en la fosforilación de un gran número de sustratos que son importantes en 

la señalización intracelular. La activación de Akt está relacionada con el sostén de 

la viabilidad celular durante la liberación de mediadores inflamatorios. Por este 

motivo decidimos estudiar los efectos de LTA sobre la activación de Akt en 

cardiomiocitos. Encontramos que esta cinasa se activa con el tratamiento con LTA 

(15 µg/ml). La máxima activación se produjo después de los 30 minutos de 

tratamiento (Fig. 1-A) produciéndose una activación de 6 veces sobre la actividad 
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basal. En otra serie de resultados encontramos que Akt se activó de manera 

dependiente de la dosis (Fig. 1-B)  

 

 

Figura 1. Curso temporal y dosis respuesta del efecto del ácido lipoteicoico 

obtenido de Streptococcus sanguis en cardiomiocitos. 

A) Las células H9c2 (1 x 106) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la 

subconfluencia se ayunaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas al término se trataron por 

diferentes periodos con LTA (15 µg/ml). B) Las cèlulas H9c2 se sembraron en cajas de 6 

pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia  se ayunaron por 16 hrs. en DMEM + 2% 

SBF se trataron con diferentes dosis de LTA por 15 minutos para la detecciòn de las  

MAPKs y por 30 minutos para AKT. Al término la reacción se detuvo en buffer de fosfatos 

salino frío y se utilizaron 50 µg de proteína que se separaron en un gel de poliacrilamida 

(10%) con dodecilsulfato de sodio y se transfirieron a una membrana de PVDF. La 

actividad de las cinasas se evaluó utilizando anticuerpos que detectan la forma 

fosforilada. Anticuerpos contra la cinasa no fosforilada se utilizaron como control. Se 

utilizó la técnica de quimioluminicencia. Las imágenes se obtuvieron por el sistema Digi-

DocIt y se analizaron por el sistema Labs Work. 
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Efecto de LTA sobre la fosforilación de IκB y la translocación de NF-κB. 

 

La activación de NF-κB se produce cuando el factor inhibidor de NF-κB (IκB) es 

fosforilado y de esta forma libera a NF-κB que es un factor clave en la liberación 

de mediadores de moléculas promotoras de respuestas inflamatorias como TNFα, 

IL-6 y óxido nítrico. Este factor de transcripción se activa cuando se transloca del 

citoplasma al núcleo de las células por este motivo nos propusimos estudiar el 

efecto del LTA sobre la fosforilación de IκB y la translocación de NF-κB en 

cardiomiocitos. En los extractos totales encontramos que el LTA (15 µg/ml) 

promueve un aumento en la fosforilación de IκB de manera dependiente del 

tiempo (Fig. 2-A) y de la dosis (Fig. 2-B). La máxima fosforilación se detecta 

después de cinco minutos de tratamiento. Nuestros resultados sugieren que el 

LTA participa en la activación de NF-κB (Fig. 2-A, B), debido a que promueve la 

fosforilación de IκB.  
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Figura 2. Curso temporal y dosis respuesta del efecto del ácido lipoteicoico 

obtenido de Streptococcus sanguis en cardiomiocitos.  

A) Las células H9c2 (1 x 106) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la 

subconfluencia se ayunaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas al término se trataron por 

diferentes periodos con LTA (15 µg/ml). B) Las células H9c2 se sembraron en cajas de 6 

pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia  se ayunaron por 16 hrs. en DMEM + 2% 

SBF se trataron con diferentes dosis de LTA por 15 minutos para la detección de IkB y 

para el ensayo de NfkB se obtuvieron los extractos nucleares como se describe en la 

sección de materiales y métodos. Para el ensayo de western blot se  utilizaron 50 µg de 

proteína que se separaron en un gel de poliacrilamida (10%) con dodecilsulfato de sodio y 

se transfirieron a membrana de PVDF. La actividad de las cinasas se evaluó utilizando 

anticuerpos que detectan la forma fosforilada. Anticuerpos contra tubulina se utilizaron 

como control, las muestra se revelaron por la técnica de quimioluminicencia. Las 

imágenes se obtuvieron por el sistema Digi-DocIt y se analizaron por el sistema Labs 

Work.  
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Efecto del LTA sobre la expresión de ciclooxigenasa-2  

 

Las prostaglandinas juegan un importante papel en la regulación de diversas 

funciones tanto en condiciones fisiológicas y como patológicas. Se ha demostrado 

que PGE2 es un potente estimulador de la resorción ósea y está asociado con la 

pérdida de la adherencia. Por este motivo decidimos estudiar los efectos del LTA 

sobre la inducción de COX-2 en cardiomiocitos. Nuestros resultados mostraron 

que el tratamiento con LTA induce la expresión de COX-2 de una manera 

dependiente del tiempo (Fig. 3-A). La inducción de COX-2 fue detectable a partir 

de las 3 horas de tratamiento con el LTA (15 µg/ml) (Fig 3-B) y la máxima 

expresión se produjo después de las 6 hrs. de incubación. Finalmente con el 

propósito de determinar el mecanismo de transducción involucrado en la expresión 

de COX2, las células se preincubaron durante 30 minutos con PD98059 (20 µM) 

inhibidor específico de MEK, SB203580 (5 µM), inhibidor de p38, SP60009 (10 

µM), inhibidor de JNK  y con calfostina C (1 µM) inhibidor de la proteína cinasa C. 

Encontramos que PD98059, SP60009 y calfostina C inhiben aproximadamente en 

un 80% la expresión de COX2, lo que nos sugiere que la vía de ERK 1/2, JNK y 

proteína cinasa C están involucradas en la expresión de COX-2 (Fig. 3-C).  
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Figura 3. Curso temporal, dosis respuesta y efecto de los inhibidores del efecto del 

ácido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis sobre la expresión de COX-2 

en cardiomiocitos.  

A) Las células H9c2 (1 x 106) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la 

subconfluencia se ayunaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas al término se trataron por 

diferentes periodos con LTA (15 µg/ml). B) Las cèlulas H9c2 se sembraron en cajas de 6 

pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia  se ayunaron por 16 hrs. en DMEM + 2% 

SBF se trataron con diferentes dosis de LTA por 6 horas. C) Las células se preincubaron 

durante 30 minutos con los inhibidores posteriormente se trataron con LTA por 6 hr. Al 

término la reacción se detuvo en buffer de fosfatos salino frío y se utilizaron 50 µg de 

proteína que se separaron en un gel de poliacrilamida (10%) con dodecilsulfato de sodio y 

se transfirieron a membrana de PVDF. La actividad de las cinasas se evaluó utilizando 

anticuerpos que detectan la forma fosforilada. Anticuerpos contra la cinasa no fosforilada 

se utilizaron como control. Se utilizó la técnica de quimioluminicencia. Las imágenes se 

obtuvieron por el sistema Digi-DocIt y se analizaron por el sistema Labs Work. * p < 0.05. 
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Efecto del LTA sobre la transcripción de COX-2.  

 

Una molécula que se libera en respuesta a los procesos inflamatorios es la 

ciclooxigenasa-2, ésta enzima que se expresa de forma constitutiva, utiliza como 

sustrato el ácido araquidónico para la síntesis de prostaglandinas. Por este motivo 

nos decidimos a evaluar el efecto del ácido lipoteicoico sobre la expresión de 

COX-2. Con el propósito de evaluar la transcripción del gene se realizaron 

ensayos RT-PCR. Nuestros resultados mostraron que el tratamiento con ácido 

lipoteicoico promovió un incremento en la expresión del COX-2 de manera 

dependiente del tiempo y dosis (Fig. 4-A, B). La expresión se observó desde los 

treinta minutos y la máxima expresión a las 4 horas de tratamiento. Por otra parte, 

el tratamiento con ácido lipoteicoico a una dosis de 15 µg/ml produjo la máxima 

expresión de COX-2. En otra serie de experimentos, tratamos con diferentes 

inhibidores y encontramos que el tratamiento con PD 98059 (10 µM), SP600125 

(10 µM) y calfostina C inhibidores de ERK 1/ 2, JNK y PKC respetivamente, 

bloquearon la expresión de COX2 (Fig. 4-C). Lo que nos sugiere que las cinasas 

involucradas en la expresión de COX2 son ERK 1/2, JNK y PKC.  
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Figura 4. Curso temporal, dosis respuesta y efecto de los inhibidores del efecto del 

ácido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis sobre la transcripción  de 

COX-2 en cardiomiocitos.  

A) Las células H9c2 (1 x 106) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la 

subconfluencia se ayunaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas al término se trataron por 

diferentes periodos con LTA (15 µg/ml). B) Las células H9c2 se sembraron en cajas de 6 

pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia  se ayunaron por 16 hrs. en DMEM + 2% 

SBF se trataron con diferentes dosis de LTA por 4 horas. C) Las células se preincubaron 

durante 30 minutos con los inhibidores posteriormente se trataron con LTA por 4 hr. Al 

término la reacción se aisló el RNA y se utilizó 1µg de RNA para el ensayo de RT-PCR, 

los geles se tiñieron con bromuro de etidio y las imágenes se obtuvieron por el sistema 

Digi-DocIt y se analizaron por el sistema Labs Work.  
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Efecto de los flavonoides sobre la fosforilación de las MAPKs 

 

Para determinar las acciones de los flavonoides sobre la fosforilación de ERK1/2 

inducida por el LTA,  las células se preincubaron con genisteina, luteolina, 

quercetina y quercetagetina, todos en dosis de 10 µM durante 30 minutos y 

posteriormente se trataron con LTA. Nuestros resultados mostraron que el 

tratamiento con LTA (15 µg/ml) durante 10 minutos promovió la fosforilación de 

ERK 1/2 (p44 y p42). El tratamiento con los flavonoides bloqueó completamente la 

fosforilación de p44 y p42 inducida por el LTA (15 µg/ml) (Fig. 5). Posteriormente, 

se probó la capacidad de los flavonoides en inhibir la fosforilación de p38 (Fig. 5). 

La exposición de los cardiomiocitos con LTA (15 µg/ml) durante 15 minutos 

produjo un incremento en la fosforilación de p38 en 3 veces sobre la actividad 

basal. El tratamiento con luteolina y quercetagetina (10 µM) atenuó 

completamente la fosforilación de p38. Sin embargo genisteina y quercetina 

mostraron menor efecto inhibitorio (Fig. 5). De igual forma, estudiamos el efecto de 

los flavonoides sobre la fosforilación de JNK (Fig. 5). La exposición de los 

cardiomiocitos con LTA (15 µg/ml) durante 15 minutos produjo un incremento en la 

fosforilación de JNK 2.5 veces sobre la actividad basal. El tratamiento con 

quercetina (10 µM) y quercetagetina (10 µM)  atenuaron completamente la 

fosforilación de JNK. Sin embargo, luteolina y genisteina no mostró efecto 

inhibitorio (Fig. 5). Finalmente evaluamos el efecto de los flavonoides sobre la 

fosforilación de Akt, nuevamente encontramos que el tratamiento con luteolina y 

quercetagetina bloquean completamente la activación de Akt. Lo siguiente que 

evaluamos fue observar la localización de las MAPK y Akt mediante ensayos de 

inmunocitoquímica. Observamos que el tratamiento con el flavonoide promueve la 

localización de las MAPK y Akt en la fracción nuclear de las células (Fig. 6). Lo 

que nos sugiere que el flavonoide inhibe la activación de las MAPK y de Akt pero 

no evita la translocación de las cinasas al núcleo celular.  
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Figura 5. Efecto de genisteina, quercetina, luteolina y quercetagetina sobre la 

fosforilación de ERK 1/2, p38 y JNK inducida por al ácido lipoteicoico de 

Streptococcus sanguis en cardiomiocitos. 

Las células ( 5 x 106 células/ml) se pretrataron con los diferentes flavonoides (10 µM) por 

30 minutos  y después con LTA (15 µg /ml) durante 15 minutos. Las células se procesaron 

para su análisis por Western Blot usando anti-fosfo ERK 1/2, anti–fosfo p38 y anti-fosfo 

JNK las membranas se desnudaron y se utilizaron los anticuerpos dirigidos contra las 

formas no fosforiladas de ERK 1/2, p38 y JNK como controles para mostrar que se cargó 

igual concentración de proteína.  Se obtuvieron resultados similares de tres experimentos 

por separado. 
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Figura 6. Efecto de los flavonoides sobre la localización subcelular de las formas 

fosforiladas de ERK 1/2, p38, JNK y AKT inducida por el ácido lipoteicoico obtenido 

de Streptococcus sanguis en cardiomiocitos.  

Las células se sembraron en cubreobjetos de 0.17mm a una densidad  de 1 x 106 células 

/ml. Se trataron con flavonoide (10 µM) por 30 minutos y posteriormente se incubaron con 

el LTA (15 µg/ml) para ERK 1/2 (10 min.) para p38 y JNK (15 min.) y para AKT (30 min.). 

Al término las células se fijaron y se trataron con los respectivos anticuerpos por 2 hr. a 

una dilución 1:50, se lavaron y se incubaron con los anticuerpos secundarios a una 

dilución de 1:100. La asociación del anticuerpo secundario se observó en microscopia 

confocal. Los resultados son los representativos de cinco observaciones independientes.  
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Efecto de los flavonoides sobre la fosforilación de IκB estimulada por LTA. 

 

La activación de NF-κB es un factor clave en la liberación de TNFα, IL-6 y óxido 

nítrico. Este factor de transcripción se activa cuando se transloca del citoplasma al 

núcleo de las células cuando el inhibidor de NF-κB (IκB) se fosforila. Por este 

motivo y para determinar el papel de los flavonoides sobre la fosforilación de IκB  

inducida por LTA en cardiomiocitos se realizaron ensayos de Western blot de las 

fracciones totales de los cardiomiocitos. Nuestros resultados mostraron que los 

flavonoides inhiben la fosforilación de IκB inducida por LTA en cardiomiocitos (Fig 

7-A). Por otra parte, en los ensayos de inmunohistoquímica, encontramos que el 

tratamiento con LTA promueve un aumento en la intensidad de la fluorescencia, 

debido a la fosforilación de IκB. El tratamiento con los flavonoides promueve una 

disminución en la detección de IκB (Fig. 7-B).  
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Figura 7. Efecto de genisteina, quercetina, luteolina y quercetagetina sobre la 

fosforilación de Ik-Ba inducida por al ácido lipoteicoico obtenido de Streptococcus 

sanguis en cardiomiocitos.  

A) Las células ( 5 x 10 6 células/ml) se pretrataron con los diferentes flavonoides (10 µM) 

por 30 minutos  y después con LTA ( 15 µg /ml) por 15minutos. Las células se procesaron 

para su análisis por Western Blot usando anti-fosfo Ik-Ba las membranas se desnudaron y 

se utilizó anticuerpo dirigido contra g-Tubulina  como control para mostrar que se cargó 

igual concentración de proteína.  Se obtuvieron resultados similares de tres experimentos 

por separado que se procesaron por densitometría se obtuvo la media ± S.E.M. B) Efecto 

de los flavonoides sobre la localización de Ik-Ba inducida por  LTA. Las células se 

sembraron en cubreobjetos de 0.17mm a una densidad  de 1 x 106 células /ml. Se trataron 

con flavonoide (10 µM) por 30 minutos y posteriormente se incubaron con el LTA (15 

µg/ml) para Ik-Ba (15min ) al término las células se fijaron y se trataron con su respectivo 

anticuerpo por 2 hr con el anticuerpo a una dilución 1:50, se lavaron y se incubó con el 

anticuerpo secundario a una dilución de 1:100. La asociación del anticuerpo secundario 

se observó en microscopia confocal. Los resultados son los representativos de cinco 

observaciones independientes.  
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Efecto de los flavonoides sobre la inducción de ciclooxigenasa-2 (COX-2) e 

IL-1β en cardiomiocitos tratados con LTA.  

 

Las prostaglandinas juegan un importante papel en regular diversas funciones 

tanto en condiciones fisiológicas y como patológicas. Se ha demostrado que PGE2 

es un potente estimulador de la resorción ósea y está asociado con la pérdida de 

la adherencia. Por este motivo decidimos estudiar los efectos de los flavonoides 

sobre la inducción de COX-2 y IL-1β en cardiomiocitos tratados con LTA. 

Encontramos que tratamiento con el flavonoide bloqueó la expresión de COX-2, 

siendo los más activos luteolina, quercetina y quercetagetina (Fig. 8-A). Por otra 

parte encontramos que el LTA induce la expresión de IL-1β después de 4 hrs. de 

tratamiento a una dosis de 10 µg/ml (Fig.8-B). Finalmente encon-tramos que el 

tratamiento con los flavonoides bloqueó la inducción de IL-1β inducida por el LTA 

en cardiomiocitos (Fig. 8-C). 
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Figura 8. Efecto de los flavonoides sobre la expresión de COX-2 e IL-1 tratados con 

ácido lipoteicoico obtenido de Streptococcus sanguis en cardiomiocitos.  

A) Las células H9c2 (1 x 106) se sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la 

subconfluencia se ayunaron en DMEM + 2% SBF por 16 horas al término se trataron por 

30 minutos con los diferentes flavonoides (10 µM) y posteriormente con  LTA (15 µg/ml). 

Las muestras se procesaron para el ensayo de Western-blot.  B) Las células H9c2 se 

sembraron en cajas de 6 pozos. Cuando alcanzaron la subconfluencia  se ayunaron por 

16 hrs. en DMEM + 2% SBF se trataron con diferentes dosis de LTA por 4 horas.  C) Las 

células se preincubaron durante 30 minutos con los flavonoides posteriormente se 

trataron con LTA por 4 hr. Al término la reacción se aisló el RNA y se utilizó 1µg de RNA  

para el ensayo de RT-PCR, los geles se tiñieron con bromuro de etidio y las imágenes se 

obtuvieron por el sistema Digi-DocIt y se analizaron por el sistema Labs Work.  
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11. DISCUSIÓN 

 

   

emos establecido que el ácido lipoteicoico obtenido de Streptococcus 

sanguis, activa vías de señalización intracelular en cardiomiocitos. Nuestros 

resultados muestran que el tratamiento con LTA induce la activación de los 

miembros de las proteínas activadas por mitógeno, así como de Akt y promueven 

la expresión de COX-2 y de IL-1β. De igual manera, nosotros encontramos que los 

flavonoides inhiben la fosforilación de ERK 1/2, p38, JNK y Akt inducida por el LTA 

e inhiben la síntesis de COX2 y de IL-1β. Los resultados obtenidos de esta 

investigación se resumen en la figura 10.  

 

Durante las bacteriemias subclínicas, los estreptococos orales presentes en 

la sangre quedan expuestos a las superficies endocardiacas y endovasculares. 

Estas superficies coinciden con la cubierta conformada por células endoteliales, 

las cuales contienen una membrana anti-coagulante lo que evita eventos 

trombóticos patológicos (125,126). Cuando se producen los eventos tromobóticos 

la sangre fluye con mínima cantidad de turbulencia, señal para que las plaquetas 

formen trombos, oclusión arterial y finalmente infarto al miocardio (127-129).  

Diferentes especies de Streptococcus están asociadas con la patogénesis de la 

arterosclerosis, porque se han identificado en las placas arterioscleróticas, pero 

aún no se ha esclarecido con certeza su correlación con la patogénesis (130). 

Aproximadamente el 60% de las cepas de S. sanguis provocan agregación 

plaquetaria en estudios in vitro (131,32). 

 

Durante las bacteriemias originadas a partir los tejidos bucales o de la placa 

dentobacteriana, el daño a los tejidos  también induce  la liberación de 

endotoxinas, las cuales también inducen la expresión de citocinas en monocitos 

(133). El lipopolisacárido ha sido ampliamente utilizado y se ha caracterizado que  

incrementa los niveles de proteína reactiva C, IL-1 e IL-6 (134,135) y es un potente 

H 
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pro-coagulante que disemina la coagulación intravascular (135,136). De los 

microorganismos presentes en la placa dentobacteriana Streptococcus sanguis, 

tiene actividad promotora de la coagulación (137-139). Así mismo, S. sanguis es 

único en su género cuyo ácido lipoteicoico muestra actividad en la inducción de 

citocinas promotoras de la inflamación.  

 

 
Figura 10. Modelo del mecanismo de acción del ácido lipoteicoico  y flavonoides en 

cardiomiocitos.  

En el esquema se muestra la estructura de los flavonoides que regulan los efectos de la 

asociación del LTA con su receptor TLR2, de esta asociación se produce la activación de 

ERK 1/2, JNK, p38 y AKT para la expresión de COX-2  y de IL-1. Por otra parte la 

activación de AKT vía PI-3K y PDK1 ocasiona la fosforilación de Iκ-B y la translocación de 

NFκB. Los flavonoides regulan negativamente a ERK 1/2, JNK, p38 y AKT  lo que 
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conduce a la inhibición de NFκB y disminuyendo la síntesis de PGE2 y de IL-1β en 

cardiomiocitos tratados con LTA. 

 

Nosotros hemos encontrado que el ácido lipoteicoico obtenido de ésta 

bacteria presenta actividad biológica y estimula a ERK 1/2, JNK y p38 de manera 

similar a lo reportado en macrófagos con el ácido lipoteicoico obtenido de 

Staphylococcus aureus (139).  

 

Por otra parte, algunos flavonoides como el taxifolin glucósido inhiben los 

efectos del lipopolisacárido y del ácido lipoteicoico en células dendríticas y en 

macrófagos wogonina inhibe los efectos del lipopolisacárido y del ácido 

lipoteicoico sobre la producción de óxido nítrico en macrófagos (140,141). 

Nosotros hemos encontrado que los flavonoides genisteina, quercetina y 

quercetagetina inhiben los efectos ocasionados por el ácido lipoteicoico en 

cardiomiocitos.  

 

En resumen, el ácido lipoteicoico de Streptococcus sanguis posee actividad 

biológica en cardiomiocitos, promoviendo la activación de cinasas que intervienen 

en la señalización intracelular y expresión de moléculas promotoras de procesos 

inflamatorios. Con los datos obtenidos de esta investigación, podemos concluir 

que las medidas de prevención y de atención odontológica de manera oportuna 

son de gran importancia porque de los más de trescientos microorganismos que 

conforman la biopelícula y que colonizan superficies dentales de manera cotidiana 

pueden bajo ciertos procedimientos ocasionar su ingreso al torrente sanguíneo y 

pueden provocar la colonización de estos en otros órganos provocando 

complicaciones graves como el infarto cerebral y muerte. Sin duda alguna la salud 

bucodental es relevante en el mantenimiento y la resistencia de los individuos.  
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12. CONCLUSIONES 

 

 

os flavonoides  tienen diferentes efectos en el sistema cardiovascular  como la 

inducción de una progresiva y sostenida reducción de la presión sanguínea en 

ratones que presentan hipertensión. Sin embargo, no se ha esclarecido el papel 

de los flavonoides en la regulación de los efectos ocasionados por ácido 

lipoteicoico en cardiomiocitos. Consideramos que los resultados obtenidos de esta 

investigación aportan una información novedosa sobre la regulación de cinasas y 

moléculas que promueven procesos inflamatorios en el miocardio cuando se 

expone al ácido lipoteicoico. Por otra parte, por primera ocasión mostramos el 

efecto que tienen las toxinas de origen bucal en la afección de otros órganos que 

son vitales para los individuos. Sin embargo, se deberá realizar mayor 

investigación a fin de caracterizar si el control en la liberación de moléculas 

promotoras de la inflamación, permiten la cura en la afección cardiaca. 
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