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1. RESUMEN 

La enfermedad periodontal y la caries dental son las principales enfermedades de 
atención odontológica que se presentan con mayor Incidencia en la población mexicana, 
su etiología está asociada con la presencia de microorganismos, en el caso de la 
enfermedad perlodontal como la gingivitis y la periodontitis los principales agentes 
patógenos son las bacterias de tipo Gram-negativas que poseen en su superficie 
moléculas denominadas lipopolisacáridos. 

Los lipopolisacáridos se asocian a receptores presentes en diversos tipos celulares entre 
los que se encuentran macrófagos, monocitos y fibroblastos gingivales humanos, estos 
receptores se denominan CD14 y TLR4. Su presencia permite el reconocimiento de los 
lipopolisacáridos y la activación de diferentes respuestas celulares, entre las que se 
encuentran la síntesis y liberación de citocinas e incluso la muerte celular, ambos 
procesos implican la activación de señales intracelulares, activación de sistemas de 
transducción y de factores de transcripción lo que conlleva a la inducción de genes, que a 
nivel clínico se pueden observar en las distintas fases de la enfermedad. Uno de los 
sistemas de transducción más estudiado en los últimos años es el de la familia de las 
proteínas quinasas asociadas a la mitosis (MAPK). 2

'"
25

•
37

•
50 

La familia de las MAPK está Integrada por ERK, JNK y p38. Esta última es una qulnasa 
de peso molecular de 38 KDa que es activada por citocinas Inflamatorias y por estrés 
celular; contribuye así mismo a la regulación de factores de transcripción y ha sido 
relacionada con la apoptosis. 57.so 

En este trabajo se estudió la fosforilación y activación de la proteína p38 mediada por LPS 
en fibroblastos gingivales humanos. Se realizaron estudios dosis respuesta y curso 
temporal, para caracterizar la fosforilación de esta quinasa y se analizaron por ensayos 
de western Blot. También se realizaron estudios de fosforilación in vivo y ensayos de 
inrnunoprecipitación. Así mismo se estudió el efecto del inhibidor de p38 el SB203580 
(5µM) sobre la expresión de la enzima óxido nítrico sintetasa y en la enzima 
ciclooxigenasa-2 (COX-2). Por otra parte, ya que algunos autores mencionan la 
traslocación de las MAPK al núcleo al ser fosforiladas 17

•
59

, se observó si p38 se trasloca 
al núcleo al ser inducida por el LPS, para esto se realizaron ensayos de 
inmunohistoquímica y se observaron las muestras al microscopio confocal. 
Los experimentos se realizaron en cinco ocasiones por separado y se analizaron para la 
obtención de la densidad óptica mediante el sistema Labworks, de los resultados 
obtenidos se obtuvieron las medias +/- error estándar, se realizó el análisis t-de student y 
se obtuvo la diferencia de cada variable con respecto al control que se tomó como el 
1 00% del basal. 
Nuestros resultados muestran que el lipopolisacárido induce la fosforilación de p-38 desde 
dosis de 0.1 µg/ml y a partir de los 5 minutos de tratamiento. Por otra parte encontramos 
que p-38 está involucrada en la inducción de la expresión de la enzima óxido nítrico 
sintetasa tipo 2 (NOS-2) y en la inducción de la enzima ciclooxigenasa-2, al ser 
estimulado con LPS; en cuanto a la traslocación de p38 al núcleo, en el microscopio 
confocal no se observaron cambios significativos que Indiquen la traslocación de p38. 

En conclusión habiendo caracterizado la fosforilación de p38 en FGH y conociendo por 
medio bibliográfico que existen 4 isoformas de p38 se continuará la investigación para 
conocer la isoforma involucrada en los fibroblastos gingivales humanos por medio de 
oligonucleótidos antisentido. 
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2. ANTECEDENTES 

En los últimos 50 años gracias a los avances tanto en el área de Ja Microbiología 

Médica como .en· Biología Molecular y Celular, tenemos una mayor comprensión 

sobre la etiología y patogénesis de las diversas enfermedades que.se presentan 

en el ser humano. El área Odontológica no está exenta de estos avances ya que 

entre las principales enfermedades a las que nos enfrent~m~s son las 

periodontales como la gingivitis y la periodontitis, las .cuale~ hanésido asociadas 

desde hace más de 1 oo años con la presencia d~ microorg~nlsrii~s pre;enies en 

la placa dentobacteriana, cuyo principal factor patogénico es '~ molécula conocida 

como lipopolisacárido, esta molécula se encuentra como parte estructural en la 

membrana celular de todas las bacterias Gram · negativas, incluyendo las 

presentes en la enfermedad periodontal. 1
•
21

•
25

•37•
5º· 

Dada la participación de estas moléculas .en el desarrollo de las enfermedades se 

han realizado múltiples estudios a fin de caracterizar los mecanismos .. de acción de 

estas moléculas con las células ·del huésped entre las que se encuentran 

macrófagos, monocitos y fibroblastos gingivales humanos. 

En estudios anteriores se ha observado que Jos LPS se asocian al receptor CD14 

que se encuentra en fibroblastos gingivales humanos y recientemente se ha 

descrito que estas células expresan así mismo al receptor TLR; algunas 

evidencias señalan que Ía: proteína TRL4 promueve una serie de respuestas 

celulares por medio de la ~ctiv~cló~ de vías de transducción como la ~ctiv~cl.Ón de 

la familia de las MAP-quinasa 7
•
8

• El sistema MAP-quinasa se ha estudiado en 

mamíferos y se han encontrado tres subfamilias ERK, c-JUN y p38 1 º· 11 ~ 13• 

El presente trabajo será enfocado a demostrar la fosforilación de : p38 en 

fibroblastos ginigivales humanos estimulados con LPS, por otra parte se 

determinará si la fosforilación de p-38 puede conducir a desencadenar eventos 

fisiológicos como el aumento en la forma inducible de la enzima óxido nítrico 

sintetasa e inducción de la enzima COX-2 involucrada en la P.roducción de 

prostaglandinas. 

En esta tesis se caracterizó el efecto de los lipopolisacáridos sobre la fosforilación 

de p-38 y los eventos fisiológicos que a través de esta vía se regulan. 
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4. INTRODUCCIÓN 

4.1 PERIODONTO 

El periodonto, también llamado "Aparato de inserción" o "Tejido de sostén del 

diente", está formado por los siguientes tejidos (Fig1 ): 

• Encía 

• Ligamento periodontal 

• Cemento radicular 

• Hueso alveolar 

Fig 1. Esquema de las estructuras del periodonto: encfa (G), ligamento periodontal, (PL), cemento 
radicular (CR), el hueso alveolar propio (ABP) y apófisis alveolar (AP). 

Periodonlologfa Clfnlca e lmplantologfa Odontológica. Jan Llndhe, Thorkild Kartlng. 

La función principal del periodonto es unir el diente al tejido óseo de los maxilares 

y conservar la integridad de la superficie de la mucosa masticatoria de la cavidad 

bucal. 1·3 

ENCÍA: 

La encía es la paAe el~ la m~cosa masticatoria que cubre los procesos alveolares 

y rodea 1ás pci~ci~~e~ 6ervicales de los dientes. Anatómicamente está dividida en 

encía m~rgi~art;li~sertada (Flg. 2). 
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Fig 2. Imagen de la encía clínicamente sana. 
Periodontologia Clínica e lmplantologia Odontológica. Jan Lindhe, Thorkild Karting. 

ENCÍA LIBRE O MARGINAL. 

La encía libre es el borde de la encía que rodea los dientes a modo de collar, es 

de color coral, tiene una superficie opaca, consistencia firme y comprende el tejido 

gingival de las zonas vestibulares, lingual y palatino de los dientes, así como· la 

encía interdental o papilas interdentarlas. (Fig2) 

En el lado vestibular y lingual de Jos dientes, la encía libre' va·'en sentido ·coronal 

del margen gingival libre, en sentido apical hasta ~J;s~id~~.gingiv~(qu~ está 

ubicado en un nivel que se corresponde é:(:;il ·~~'91 :Jrli~el .• ~;·del . límite 

cementoadamantino, cuya profundidad al sondeo rio.~~g~d~,¡~~}2'63 ¡:nrn.2 
La encía interdental corresponde a las papilaslnter~e!1t~les; su. forma está dada 

por 1as relaciones de contacto entre 1os di.eri.~é,s::)~~r;iA~~ra::~e 1as superficies 

dentales proximales y el curso de la unión cementoadam'antina~'.~ 
_, . . ._• o' -'··; ·' • ~· ''· : -. --·· . 

-.~·'' 

ENCÍA ADHERIDA: 

Se encuentra limitada en sentido coronario ~·br.:el~~';bo glngival libre y se extiende 

en dirección apical hacia la unión mucogÍngl~'a(cl~rÍde se continúa con la mucosa 

alveolar. Tiene una textura firme, rosB. c'oral y' s~ele mostrar un puntilleado fino que 

1e da e1 aspecto de cáscara de n~~a~J~. E'ste tipo de mucosa está firmemente 

adherida al hueso alveolar y cemenÍo subyacentes, por medio de fibras conectivas 
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y es por tanto casi inmóvil en relación con la encía libre. 

DESCRIPCION MICROSCÓPICA DE LA ENCÍA. 

La encía esta formada por tejido epitelial y tejido conjuntivo. 

A) Te!ldo epltellal: 

La encía libre esta formada por un epitelio que se encuentra diferenciado de la 

siguiente forma: epitelio bucal que da hacia la cavidad bucal, epitelio sulcular bucal 

que va hacia el diente sin ponerse en contacto con el mismo, y un epitelio de unión 

que permite el contacto encía y diente (Fig 3). 1
•
3 

Fig 3. Esquema de un corte histológico que describe la composición de la encfa y el área de 
contacto entre la encfa y el esmalte. 

Periodontologfa Clfnlca e lmplantologfa Odontológica. Jan Llndhe, Thorkild Karting. 

El epitelio bucal es un epitelio escamoso estratificado queratinizado, del cual se 

diferencia en varias capas según su grado de queratinlzación: 

1.- Capa basal 

2.- Capa de célul.as espinosas 

3.- Capa de granular 

4.- Capa carnificada 

Tbi)l::i l.JVi~ 
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Las células basales son. células cilíndricas o cuboides que están en contacto con 

la membrana basal._Las células basalesUen_en la capacidad de dividirse por medio 

de divisiones mitóticas. En la capacorriificada ~e observan las células eplteliales 

aplanadas; muy "cerca entre sí; que han per~ido sus núcleos en el proceso de 

queratinización por í~ cual se les llama: ~rtoq~~railnizadas: •. 

basal, la cÚal está formada J)cir do~ 6apas; una lárliin~'.¡údicta•que r'.n1ra hacia las 

células basales y en una lámina densa que inira hacia el t~jidd conectivo y de la 

cual se desprenden las fibras de ancÍaje. 

Las células basales que se encuentran en contacto con la lámina lúcida presentan 

unas zonas gruesas conocidas como hemldesmosomas. Los tonofllamentos 

citoplasmáticos de la célula convergen hacia. esos hemldesmosomas, así estas 

estructuras participan en la inserción del epitelio a la membrana basal. 

La unión entre las células está dada por otras estructuras conocidas como 

desmosomas, que pueden considerarse como hemldesmosomas encontrados. 

B) Te!ido conluntivo: 

Es el tejido predominante de la encía y del ligamento periodontal. Sus 
. . 

componentes principales son las fibras colágenas (60%), fibroblastos (5%), vasos, 

nervios y matriz (aproximadamente un 35%).1
º
3 

Células: 

Entre las células que se encuentran están. predominantemente: los fibroblastos 

(65% aproximadamente), macrófago~ •. mastocito~. · .. riéutrófllos, linfocitos, y 

plasmocitos. 

El fibroblasto es una célula grande, plana yra~iflcada, !usitorme o estrellada (Fig 

4). Su núcleo es de forma ovalada y tiene Una delicada membrana nuclear; uno o 

dos nucleolos notables y una pequeña cantidad de cromatiria en' gránÚlos finos. 

En su citoplasma se observa un retículo éndoplasmáli~d gra~uloso bien 

11 



desarrollado con ribosomas; su aparato de Golgi es de tamaño considerable y sus 

mitocondrias. son grandes y numerosas .. Además en su. citoplasma se observan 

muchos tonofilamentos .. delgados. ·Adyacentes .. a. la membrana celular, en la 

periferia se pueden hallar una gran cantidad de ·~asfculas~ Su principal función es 

la producción de l~s diversos tipo~ d~ fibras ; hallacla's en este tejido (fibras 

colágena, reticulina y elásticas) y de algunos componentes de la matriz celular 

(glucosaminoglucanos y glucoprotefnas). Los demás componentes de la matriz 

celular son formados por los mastocitos. El fibroblasto también está involucrado 

en la reparación y destrucción de los tejidos en la enfermedad periodontal. 1
•
3

•
41

· 

Fig 4. Microscopia de interferencia de Nomarski de fibroblasto gingival humano. 
Imagen obtenida en el Laboratorio de Bioquímica de Posgrado de Odontología.Aumento la barra 

aumento 1 OOx 70 

El mastocito es responsable de la producción de ciertos componentes de la matriz 

cel.ilar, también produce substancias vasoactivas que pueden afectar el sistema 

microvascular y controlar el flujo de la sangre a través del tejido; tales substancias 

son la histamina y la heparina, que se acumulan en una gran variedad de 

vesículas que se encuentran en el citoplasma de la célula. 

El macrófago presenta funciones principalmente de tipo fagocíticas por lo cual 

pueden observarse en su citoplasma vesículas lisosómicas con. material 

fagocitado conocidos como fagosomas. Los macrófagos abundan en los tejidos 

inflamados y derivan de los monocitos sanguíneos dentro de los tejidos. 1·ª 
Las demás células como los neutrófilos y linfocitos, participan principalmente en la 

respuesta inflamatoria. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Fibras: 

Las fibras presentes en el tejido conectivo de la encía se dividen en: fibras 

colágenas, fibras elásticas, fibras de reticulina y fibras oxitalánicas. 

Las fibras colágena son las predominantes y son producidas principalmente por el 

fibroblasto, aunque también los cementoblastos y osteoblastos poseen esta 

capacidad. Algunas de ellas se distribuyen al azar y otras se .organizan en 

fascículos con una orientación definida distinguiéndose: 2 

Fibras circulares: siguen un curso dentro de la encía libre y rodean_ al diente. 

Fibras dentogingivales: están incluidas en el cemento _de 1~ por~iÓn sup:ra~alveolar 
de la raíz y siguen un trayecto en abanico hacia la encía litlr°~~:( 
Fibras dentoperiósticas: siguen un trayecto en abanico .Igual: que_ las_ anteriores 

pero van hacia el cemento de la porción lnfra-alveolar de la-'raíz .. 

Fibras transeptales: se extienden del cemento supra-~lvec:Ílar de.dientes vecinos. 

Las fibras elásticas se encuentran asociadas con los vaso'~ ~a'ngÜín.eo~~ ._ 

Las fibras de reticu/ina se caracterizan por teñirse con la tincÍÓ~ cifgir6trli~a y se 

encuentran principalmente adyacentes a la membrana, _ba,~~~1,·· y.~.~ el tejido 

conjuntivo laxo que rodea a los vasos sanguíneos. . . .. ".: : . _ .. :.e _. . 
Las fibras oxitalánicas están presentes en la encía y en el ligamento periodontal, 

sin embargo su función es desconocida. . __ ·. , . '<},: ·. · .e 

'. __ , ,"~- '_,: -

Matriz: 

La matriz del tejido conectivo es el medio_ donde están Incluidas· las células del 

tejido conectivo, es el medio donde.se dlf~~den los nutrientes p'~ra que. e~tas 
sobrevivan. Su componente principal son macromoléculas de polisacáridos y 

proteínas, se dividen en: proteoglicanos y glucoproteínas. Los proteoglicanos 

contienen glucosaminoglicanos como polisacáridos que están unidos a su porción 

proteica, excepto uno de los glucosaminoglucanos llamado ácido hialurónico. El 

componente proteico predominante son las glucoproteínas como la fibronectina y 

osteonectina y algunos proteoglicanos. 
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LIGAMENTO PERIODONTAL: 

El ligamento periodontal es el tejido conectivo blando que rodea las ralees 

dentales y se une al hueso 2 • 

Las fibras que conforman el ligamento periodontal se clasifican en (FigS): 

a) Grupo de la cresta alveolar, que se extiendEl des.de el .área c.ervical de la raíz 

hasta la cresta alveolar. 

b) Grupo horizontal, estas fibras corren. d~ manera perpendic~lár de~de el diente 

hasta el hueso. 

e) Grupo oblicuo, estas fibras están orientadas de forma. oblicua con inserciones 

en el cemento y se extienden más oclusalmente en el alveolo. 

d) Grupo apical, se diseminan desde el ápice del diente hasta el hueso. 

Esta disposición de las fibras permite sustentar las fuerzas recibidas por el diente. 

El ligamento periodontal está compuesto principalmente de fibrillas colágenas 

dispuestas en haces. La colágena representa el 50% del peso seco. de todo el 

ligamento periodontal. Aunque también están presentes fibras elásticas asociadas 

a los vasos sanguíneos y fibras oxitalánicas. Cerca de la parte media del 

ligamento, cruzan canales de tejido conectivo laxo, el cual contiene vasos 

sanguíneo, linfáticos y haces nerviosos. La mayoría de sus vasos sanguíneos 

surgen de la médula ósea. 
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Flg 5. Esquema de la ubicación de las fibras del ligamento periodontal con respecto al hueso (ABP) 
y el cemento radicular (RC). Fibras de la cresta alveolar (ACF), Fibras horizontales (HF), fibras 

oblicuas (OF), Fibras apicales (APF). 
Periodonlologfa C/fnlca e lmplantologfa Odontológica. Jan Lindhe, Thorklld Kartlng. 

CEMENTO RADICULAR: 

El cemento es un tejido mineralizado especializado que recubre· las slJperficies 

radiculares de los dientes, no posee vasos sanguíneos ni linfáticos) IJO posee 

inervación, no presenta reabsorción ni remodelado fisiológico, .Pe;o s~'.·deposita 
continuamente toda la vida. 1 ·. . .. :. 

Consta de fibras colágenas incluidas en una matriz orgánica.·. ~u ~ontenldo 
mineral, lo constituye principalmente la hldroxiapatita e~ un p()rcentaj¿d~l95% del 

peso. Sus funciones principales son la reparación de la supe!"11Cie radicular y la de 

la inserción del ligamento periodontal. 

Hay dos tipos: el cemento acelular o primario que se forma''a ~ª~.icia.·que se va 

formando la raíz; y el cemento celular o secundario que se forma despues de la 

erupción dentaria y en respuesta a las exigencias funcionales. 

El cemento aceiular cubre siempre la parte cervical del dienta· y. en )a porción • 

apical la raíz esta cubierta por cemento celular. 

Ambos cementos son producidos por el cementobiasto que al quedar contenidos 

TESIS CON 1 

FALLA. DE ORIGEN 
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dentro del cemento reciben el nombre de cementocitos. 

En la parte que corresponde al . cemenio acelular se pueden observar la inserción 

de fibras d~I ligam~nto perlodontal que se insertan tanto en el cemento como en el 

hueso y se conocen como fibras'de Sharpey. 1
•
2 

La apófisis a1S~o1ar:; º· el hues8 alveola~ e~ la parte. de los maxilares superior e 

inferior qué torrmi~'~8~ti~rÍe'losalvéo16s'd~ lo~ dientes. 
: : .·~·-.. :-.J::'··'::~:~t._·:v;';:~;. ·"::>.; ·.::·.,,,;·.: ;: .. ···'. -· ,.. .. 

Se pueden distinguir dos tipos de hu es~: 

1.- La por~iÓn cikÚ~ú~sd·;~Ív~oia~;;qlÍe cÚbre el .alveolo conocida como hueso 

cortical o a vec~s li~rii~B6já;n¡¿~·¿for~.' 
2.- La porción de la apÓflsis' alveoÍar denominada por su aspecto de red, hueso 

esponjoso. 

Junto con el cemento radiclÍlar·y el ligamento periodontal coristi~uyen el aparato de 

inserción de los dientes, . cuya función principal es. distr.ibulr· y reabsorber . las 

fuerzas generadas por los contactos dentarios. 

La lámina dura o hueso compacto está perforad~ p~r:,:,,ÚIÍÍpl~;_ conductos de 

Volkmann, a través de los cuales pasan los-vas6sc~antÍuirii;í6¿.{'Yiinfátié:cis, así 

como fibras nerviosas, estos conductos van desd~<el ii~~s6'á1~éo'1~r:hasfa el 
'- ""-'._-_. ~ 

ligamento periodontal. 

Las unidades estructurales básicas del hueso cortié:al,~on ~~(si~te\Jia.i·h~~Elrsi¡ino, 
que son estructuras cilfndricas y orientadas longitúclinallTlellte' alrededor de los 

conductos vasculares. -·- ._. . . 

El hueso es formado por las células llamadas oste.oblástos; y es reabsorbido por 

los osteoclastos. Los osteoblastos primero producen el osteoide; constituido por 

fibras colágenas y una matriz que contiene proteoglucanos y glucoprotefnas; este 

osteoide experimenta una mineralización por depósitos de minerales, como calcio 

y fosfato, que posteriormente se transforman en hldroxiapatita. Durante este 

proceso de mineralización los osteoblastos pueden ser incluidos en el osteoide y 

quedar atrapados, y reciben el. nombre .de osteocitos, los cuales se nutren y 

comunican por medio de sus prolongaciones citoplásmicas. 
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4.2 PLACA DENTOBACTERIANA Y ENFERMEDAD PERIODONTAL .. 

La placa dental es el acúmulo de depósitos bacterianos en la cavidad bucal. Se 

clasifica de acuerdo a su localización en supragingival y subginglval. 4
•
5

• 

PLACA SUPRAGINGIVAL. 

Se detecta a simple vista cuando alcanza cierto grosor, es amarilla o blanquecina 

y tiene mayor grosor a lo largo del tercio gingival del diente· y áreas 

interproximales. 2 
. -

Su formación inicia con la aposición al esmalte de la película adqúlrida, la cual es 

una cubierta heterogénea que se establece por la adsorción selectiva de proteínas 

y glucoproteínas salivales a la hidroxiapatita (FASE 1). A los pocos minutos de 

haberse establecido la película adquirida Inicia la colonización bacteriana, el 

primer colonizador es Streptococcus sanguis, posteriormente se instala 

Actinomyces viscosus, estos se asocian con las glucoproteínas de la película. La 

mayor parte de las bacterias provienen de la microflora salival que baña el diente y 

algunas otras son transportadas por células descamadas que las llevan adheridas 

(FASE 2). Posteriormente se inician los fenómenos de agregación bacteriana y se 

incorporan nuevas bacterias, además de que continua la multiplicación de las ya 

presentes (FASE 3), en esta etapa la placa es fina, fácilmente desprendible, el 

metabolismo bacteriano es principalmente aerobio y está formada principalmente 

por cocos. 

La colonización continúa hasta llegar.a la placa madura (FASE 4) en donde 

se han agregado bacterias anaerobias y anaerobias facultativas por el 

metabolismo bacteriano y la producción de H20 2• las especies predo~inantes son 

los cocos Gram-positivos anaerobios f~cG1iaíivos entre ellos S.sangufsy S.mitis y 

algunas especies de Actinomyces. L~~ superficies reé~pt~ras. de los . cocos y 

bacilos Gram positivos permiten la po;t~~ior adherenC::ia de organismos gram .. . . . -

negativos. La acumulaciónde la placa a lo. largo del. margen glngival origina una 

reacción inflamatoria de. los tejidos gingivales 1•
4

•
5

• La placa madura se forma en 
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un lapso de tiempo variable, pero puede alcanzarse a las 2 o 3 semanas. Al 

envejecer la placa las capas más profundas se ven privadas de oxígeno y de 

nutrientes, los productos de desecho se acumulan y hay una reducción gradual en 

la cantidad de microorganismos vivos, de tal forma que los estudios microscópicos 

revelan la presencia de espacios vacíos por autolisis de algunas bacterias. (Fig 6). 

nu¡o 

liase ll ifasc 21 lfa-.e 3) (tase 4) 

Fig 6. Etapas en la formación de biope/fcu/a sobre una superficie limpia, dura y no 
descamante. Fase 1: Adsorción molecular para favorecer la formación de la biopelfcula. Fase 2 

Adhesión bacteriana, Fase 3: Desarrolllo de la matriz extrace/ular y multiplicación bacteriana. Fase 
4: Adsorción secuencial de más bacterias para formar blope/fcula más compleja y madura. 

Periodonto/ogfa Clínica e tmplantologfa Odontológica. Jan Lindhe, Thorkild Karting. 

PLACA SUBGINGIVAL. 

Es delgada, contenida dentro del surco ginglval o bolsa periodontal por lo que 

resulta difícil su estudio in situ. En las porciones más próximas al esmalte va a 

estar influenciada directamente por la placa supragingival, por lo que su 

composición es muy similar a ésta, con cocos Gram positivos anaerobios 

facultativos. La placa no adherida al diente puede estar adherida al epitelio o estar 

flotante. Las bacterias de la placa flotante comprenden: bacilos Gram negativos 

anaerobios facultativos como: Actinobacil/us actinomycetem- comitans, especies 

de Porphyromonas, Prevotella, Fusobacterium, Leptotrichia bucea/is y Se/amonas. 

La placa adherida al epitelio esta provista por bacterias que tienen la capacidad de 

adhesión por medio de fimbrias, como A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas 

gingiva/es, Prevotella melaninogenica, Capnocytophaga, Se/emanas y 

Fusobactierum. 4
•
5 

TESIS CON 
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ENFERMEDAD PERIODONTAL. 

Los padecimientos más frecuentes de los tejidos perlodontales son los procesos 

Inflamatorios gingivales y del aparato de inserción ·dental; son infecciones 

microbianas relacionadas con la acumulación local de placa dental, cálculos y flora 

periodontal patógena subgingival 2
. 

El huésped responde ante el ataque de las bacterias. periodontopatógenas_ por 

medio de un proceso inflamatorio e inmune, su objetivo es ¡i¡~iÍar I~ ~~terasión de 

los microorganismos y la invasión a otros tejidos. Siri ~~b~r~d.en oc~sion~s estas 
" •• 1· •• ·_ ' ' • 

reacciones pueden ser perjudiciales para el huésped mism·o, Y.ª que la inflamación 

daña a las células circundantes y al tejido conectivo. 

Una encía clínicamente sana tiene una capacidad de ·respuesta contra los 

microorganismos como se describe a continuación: 

Producción de anticuerpos contra los microorganismos. 

Función fagocitarla de los neutrófilos y macrófagos. 

Producción de elementos del complemento. 

Descamación celular 

Mantenimiento de una barrera epitelial; 

Un flujo líquido positivo de la hendidura gingival, que puede eliminar los 

microorganismos y productos nocivos. 

Todos estos factores pueden actuar en conjunto para reducir la carga bacteriana y 

así prevenir una respuesta excesiva de los sistemas de defensa de los tejidos que 

podría conducir a la formación de una lesión. La relación· tíuésped-mlcr'aorganlsmo 

que constituye una encía libre de infiltrado inflamatorio es "modiflcadá. en la 

gingivitis y periodontitis. 

Las fases clásicas de la inflamación aguda y crÓnica no son:fáciles de aplicar a la 

enfermedad periodontal, por lo que seútili~a ~I sistema de.Pag~~ Schroeder para 

definir la histopatogenla de la enfermedad periodontal. 1 
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LESIÓN GINGIVAL INICIAL 

Se inicia con una lesión glngival inicial, que como se mencionó con anterioridad 

comienza· con la dilatación de arteriolas; capilares y vénulas, lo que lleva a un 

aumento de· la 'presión hldrostática dentro de .la microcirculación y se forman 

brechas intercelulares entre células endoteliales capilares adyacentes, con lo que 

se produce una exudaCión de líquido y las proteínas que invaden los tejidos y se 

produce una penetración de células inflamatorias {linfocitos, macrófagos y 

neutrófilos) en el tejido conectivo subyacente al epitelio de unión. 

Simultáneamente a las ·alteraciones vascúlares, se produce la. migración de 

leucocitos desde los capilares, ésta salida es retprzada por moléculas de adhesión 

como ICAM-1 y {molécula dé adtiesiÓn interce1IJ1ar· -1) ·y Ía 1'1101édu1a~.1 de 

adhesión leucocitaria endotelial (ELÁM-1) y otras adhesi~as/ Est~s· riloléculas 

ayudan a los lelldocitos a'lJniíse a fas vénulas postcapil~r~s§~~Údan a las células 

a dejar el vaso sangLJí~e.6. ··••· ' .•..•.. ' ' ·······} ; •• ¿> •.••... · ·• · .. 
Los leiucocitÓs • migra'n por quimiotaxis de factores• microbianos ·y del huésped. 

Entre los fact6res q¿imiotácticos .que .atr~en 16s le¡udobito; s¡;i_,e¡ncuentran el 

péptido · metionii leúciifenilanina {FMLP) y cftocinas conio la IL~8 •. moléculas 

producidas i:ior 1os . neutrómos como 1a 1aucofriña s•fy sistemaAe comiJ101nento 

C5a. Los Unt6citos p~eden ser reÍenidos en los Íeficios':en contacto con el 

antígeno, citocinas ó molécllias de adhesiÓn. 

LESIÓN GINGIVALTEMPRANA. 

Se caracteriza por la presencia de vasos diiatado_s, .1o;s lirif~~itos y neutrófilos 

constituyen un infiltrado leucocitaria predominante en esta'etapa y':se'observan 

pocos p1asmocitos, e1 1nmtrado constituye hasta un 1so/o· ciei •tejici6 conectivo 

debajo del epitelio de. unión. Los fibrobÍastc:>s ~eg~~eran ¡;;~b~bl~l'11ente por un . . . '-·- ·-·,·.,- ., . .,. 

proceso de apoptosis y' para que exista 'un'mayor espacio para 'el infiltrado 

inflamatorio. Se produce . alJmento ele las células basales del epitelio de unión y 

sulcular, lo cual probablem~~t~ Ócurre pÓr IJn intento del. cuerpo por reforzar la. 

barrera innata la placa.'.También se pr~senta destrucción de colágena, la cual se 

debe principalmente a la lncÍuccit;n de proteasas del huésped. 1 
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LESIÓN GINGIVAL ESTABLECIDA. 

En esta hay un incremento de exudado líquido y migración de leucocitos hacia los 

tejidos y la hendidura glngival. Su característica principal es que está dominada 

por plasmocitos, encargados de la defensa humoral, que se caracterizan por la 

producción de anticuerpos contra un agente patógeno, su función se relaciona con 

la capacidad de opsonizar bacterias para prevenir la colonización microbiana. 

Continúa con la pérdida de colágeno y la proliferación de las células epiteliales, el 

epitelio de la bolsa no está adherido .a· la superficie dentaria y tiene una fuerte 

Infiltración leucocitaria con pred6minio de· neutrófilos, en . comparación con el 

epitelio de unión original,· el ~pít';31io',cte la bolsa es más permeable al paso de 

sustancias hacia dentro y hacia Íu~rá de 1bs t~jldos conectivos subyacentes. 

LESIÓN GINGIVAL AVANZADA 

El Infiltrado inflamatorio se extiende lateral y apicalmente, la lesión avanzada tiene 

las características de una lesión establecida excepto porque existe una pérdida de 

hueso alveolar y un importante daño de las fibras, el epitelio de unión migra 

apicalmente desde el límite cementoadamantino. 

CLASIFICACIÓN 

Se han utilizado diferentes clasificaciones de las enfermedades periodontales, en 

fechas recientes un comité de expertos clínicos e Investigadores científicos 

convocados por la Academia Americana de Periodontología desarrollaron un 

sistema de clasificación para ordenar· las diversas entidades clínicas de la 

enfermedad periodontal. 

La clasificación que actualmente es en base a su etiología y la capacidad de 

respuesta del huésped 46
•
47

: 

1.- Enfermedades gingivales. 

A.- Enfermedad por placa dental. 

1 Gingivitis asociada únicamente a placa 

2 Enfermedades gingivales modificadas por factores sistémicos. 
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a. Asociadas al sistema endócrino 

b. Asociadas a discrasias sanguíneas 

1) Glngfvltis eri la leucemia 

3.- Enfermedade~ dingÍvalesinfluenciadas por medicación 

a. Influencia p6r d;ogas . 

1) Agranda:ni~htos gingfvales inducidos por drogas 

2) Gingi~iii~''irifl¿~h'Ci~cta pdrctrbgas_ 

b. · 1n11u~nciada' bor iílli.6C:mceptivos , 

c. otros. 

4.- Enfermedades gingiv~les. modificacl~s por malnutrición 

a. Gingivitis p6r defÍcierlcia d~ á'cid6a~córbico 
b. Otros. 

B.- Enfermedades glngivales no asociadas a la placa 

Lesiones originadas por bacterias específicas 

a. Neisseria gonorrea 

b. Treponema pallidum 

c. Esteptococa/ sp. 

d. Otras variedades. 

2 Enfermedad gingival de origen viral 

a. Infecciones por herpes 

b. Otras 

3 Enfermedad glnglval de origen fúnglco 

a. Infecciones por Candida sp. 

b. Eritema gingival lineal 

c. Histoplamosis 

d. Otras 

4 Lesiones glngivales de origen genético 

a. Fibromato~is glngival her~ditaria 
b. Otras· 

5 Manifestaciones gingivales de ciertas condiciones sistémicas 

a. Desórdenes mucocutáneos 
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1) Liquen plano 

2) Penflgoide 

3) Pénfigo vulgar 

4) Eritema multiforme 

5) Lupus eritelll~toso 
b. Reacclon~s alérgicas 

1) M.ateriales dentales 

2) otros: 
6 Lesiones Ír~ur'náúcas 
7 Reaccione~ a:~u~~po extraño 

8 No especificadas 

11. Periodontitis. 

1.- Crónica 

A. Localizada 

B. Generalizada 

2.- Periodontitis agresiva 

A. Localizada 

B. Generalizada 

3.- Periodontitis con manifestaciones de enfermedades sistémicas. 

A. Asociada con desordenes hematológicos 

1. Neutropenla adquirida 

2. Leucemias 

3. Otras. 

B. Asociada con desór~.en?s genéticos 

c. No especificadas (NES) 
·:O:'f'-''" 

4.- Enfermedad~~P~~lodCl~t~l~~·recrotisartes. 
A. Gingivitis ulcerativa neórosantes (GUN) 

. . . ... ,,,..: -"·;- .. "¡".·· . ·• 

B. Periodontitis-ulcérativa necrosante (PUN) 

5.- Abscesos en el period~nto. 
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A. Absceso gingival 

B. Absceso periodontal 

C. Absceso perlocoronal 

6.- Periodontitis asociadas con lesiones endodónticas 

7.- Deformidades y condiciones del desarrollo y adquiridas 

A. Factores localizados al diente que modifican o predisponen la 

acumulación de placa e inducen enfermedad gingivai y periodontitis. 

B. Deformidades mucogingivales y condiciones alrededor del 

diente. 

e.Deformidades mucogingivales y condiciones de procesos 

edéntulos. 

D. Trauma oclusal. 

La gingivitis es un proceso inflamatorio de la encía, en el .cual el epitelio de unión 

se localiza en su nivel original, es decir en o cerca de la unión cemento-esmalte. 

Esta inflamación se p·rasenta con. cambios. de color, forma de la encía, posición, 

aspecto de la superficie y la presencia de hemorragia o exudado leve. 

La periodontitis es una enfermeda·d lnflamatoriá crónica, destructiva, supurativa e 

inflamatoria de los tejidos de soporte del diente, se define como la migración del 

epitelio de unión hacia apical de la unión cemento-esmalte. Clínicamente puede 

observarse inflamación de la encía dependiendo de las bolsas periodontales, 

migración apical del epitelio de unión y exposición del cemento radicular al medio 

ambiente oral, además el diente presenta movilidad, debido a la pérdida del 

ligamento parodontal. La velocidad de la progresión de esta enfermedad varía 

considerablemente. Otra característica importante es que el epitelio de la bolsa 

está ulcerado. 

TESIS CON 
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4.3 BACTERIAS PERIODONTOPATÓGENAS 

La historia de la microbiologla bucal es paralela a la de la microbiologia y la 

enfermedad infecciosa en general, y comienza en 1683 con el descubrimiento de 

la primera bacteria encontrada en la placa dental por Leeuwenhoek. 

Por otro lado en 1890 Miller obtuvo fama por su teoria acidogénica de la caries 

dental y también propuso que la piorrea alveolar no la causaba una bacteria 

especifica, sino que participaban diversas bacterias; como un proceso supurativo 

en el cual se implican varias bacterias. Esta es una de las primeras declaraciones 

de lo que ahora es la hipótesis de placa no especifica. 

A principios del siglo XX, algunos investigadores como Bass, Smith, Barret 

consideraron que estaban implicadas en la enfermedad periodontal algunos tipos 

de amibas, de hecho Bass le llamó Endoameba bucea/is; otros autores 

mencionaron espiroquetas, estreptococos, Staphy/ococos, y al Bacteroide 

me/aninogenicum como causantes de la enfermedad. Constituyendo la hipótesis 

de placa especifica. 

En la mitad de los años ochenta, Actinobacil/us actinomycetemcomitans, 

Porphyromonas gingiva/is, Prevotel/a intermedia, Bacteroides forsythus, Wolinel/a 

recta y otros microorganismos son asociados a la enfermedad periodontal, la lista 

de los patógenos posibles asociados a la enfermedad continúa creciendo, gracias 

a los avances de las técnicas de cultivo y de observación. 1
•
4

•
5

•
22

•
23

• 

En conclusión ahora podemos hablar de que las enfermedades periodontales son 

causadas por bacterias presentes en la placa dental bacteriana, hecho 

demostrado experimentalmente de diferentes formas: en pacientes con mala 

higiene dental; o por medio de la terapéutica que incluye una eliminación 

mecánica de los acúmulos de placa dentobacteriana; o por último debido a 

estudios in vivo e in vitro en los cuales microorganismos que en el ser humano 

causan enfermedad periodontal y al ser inoculados en animales también provocan 

dicha enfermedad: Con estos tres aspectos decimos que la enfermedad 

periodontai es una enfermedad infecciosa. Aunque para poder determinar si es 

debida a un microorganismo en particular o a varios es sumamente dificil, debido a 
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la dificultad de aislar los microorganismos sin que estos se contaminen con otros 

del medio además de que no cumplen cori los postulados de Koch, por lo que 

Socransky modificó estos postulados para 
0

poder determinar que bacterias debían 

ser consideradas como causales de la ~nf~rrileClad, esto~ s~n: 
1 .- Los patógenos están presentes en la p~bxirrirdad:de l~s lesiones pericidontales 

y en grandes cantidades. 

2.- Los pacientes infectados.desarroÍlaii altas concímtra6Ícine(d~ anÍicuerpos en 

el suero, saliva y líquido gingÍval .. 

3.- La eliminación de estos microorg~nismos dismiriüye I~ g~avedad de la 

enfermedad. 

4.- Los microorganismos debell ·poseer factores de virulencia relevantes en la 

inciación y progreso de la enfermedad. 

5.- La implantación experimental del microorganismo en el s~rco gingival de un 

animal permite el desarrollode alguna de las características d~ la en'f~rm~dad. 
La enfermedad periodontal esta asociada con una micr~flo'ra compleja en la cual 

más de 350 especies pueden :ser encontradas, esto entr.e b~cterias y algunos 

hongos como Gandida. 

Una variedad de microorganismos predominantemente ·Gram negativos, 

anaerobios y móviles participan en la etiologfade la enfermedad. 

Entre las especies más mencionadas encontramos: Porphyromonas gingiva/es, 

Prevotel/a intermedia, Actinobacil/us actinomycetemcomitans, Bacteroides 

forsythus, Camphy/obacter rectus, Eubact~rlum nuc/eatum, Peptostreptoccocus 

micros, Prevotella nigrescens, Streptoéoccus intermedius y especies de 

Treponema. Ya que su estructura bacteriana, sus componentes ex1racelulares y 

sus metabolitos pueden provocar diversos efectos sobre los tejidos del huésped. 
4,5,21,23,34,42,43 
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ESTRUCTURA BACTERIANA. 

Las bacterias son células unicelulares procariotas, su información genética está 

contenida en una gran molécula circular de ADN bicatenario, el material genético 

no se encuentra delimitado en un núcleo por una membrana nuclear. El citoplasma 

celular contiene muchos riboso~as pero carece de otros organelos ,p~r Jo cual 

muchas de sus funciones meÍabólicas, las realiza ·en Ja membrana· celular. En 

todas las bacterias, excepto en los micoplasmas, la célula está rocle~da por una 

pared celular compleja, que ha sid~ considerada para Ja clasifica~iÓn de las 

bacterias en dos. gra~cies grubos: •bacterias Gram positivas. y. b~cÍEÍrias • Gram 

negativas. Por fu~ra d~ 1i:i 'pa;ed · ri~1~1~r. las. bact~rias puede~ pos~er ~ápsulas, 
flagelos.· y.·. pilis qu~. de~~~peWiin • • p~peles ·. lmportani~s ·e~ 1l ;el~ció~ huésped-

parásito 37
•
40

• . .• -< 

Pared Celular. 

La pared celular difiere en las bacterias Gram positivas y Gram negativas {Fig 7), 

sin embargo tienen un componente común llamado péptldoglucano {mucopéptido 

o murefna), es un polímero mixto de azúcares hexosa {N-acetilglucosamina y 

ácido N-acetilmurámico) y aminoácidos. 

En las bacterias Gram positivas, la pared forma una gruesa capa externa de la 

membrana celular y puede contener otras macromoléculas. 

En las bacterias Gram negativas, la capa de peptidoglucano es delgada y está 

cubierta por una membrana externa, las principales moléculas presentes en ésta 

membrana externa son lipopollsacáridos y llpoprotefnas. El lipopolisacárido de la 

membrana Je confiere a estas especies propiedades tóxicas y antigénicas. 
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Flg 7. Esquema de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas. Mims 
A.Cedric, PlayfalrJohn. Microbiología Médica. 

Cápsula. 

Está estructura está rodeando a la pared celular, está presente solo en algunas 

especies, está formada por polisac!Írid~s d~ alto peso mol~~ular. Ésta superficie 

proporciona protección contra la fag~citosi~p~r c~IÜlas del\húésp~d. 

Flagelos. 

Son filamentos helicoidales largos que se extienden desde la superficie celular 

para generar fuerzas de propulsión: y permitir que la bacteria se mueva en su 

medio, pueden estar llmitados a los polos de la. célula y ser únicos (polares) o 

formar penachos (lopotricos), o. bien ·aparecer distribuidos sobre la superficie 

general de la célula (peritricos). Los flagelos están constituidos por componentes 

proteínicos (flagelinas) fuertemente antigénicos. 

Pill. 

Son otra forma de proyecciones superficiales bacterianas, están formados por 

proteínas conocidas ciJ~() ~· éldheslnas. Su función consiste en promover la 

adherencia a otras l:>aci~;ias·o a las células del huésped. La existencia de muchos 

pilis sobre la s~perficl~~bél~te~iana evita la fagocitosis por parte de la defensa del 

huésped. 
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Los principales microorganismos asociados · a distintas enfermedades 

periodontales se presenta en la tabla 1. 

Tabla l. Microorganismos asociados a enfermedades periodontales 4 

Microorganismo Gingivitis 
asociada a 

PDB. 

A.actinomycetemcomila 

ns 

Porphyromonas 

gingivalis 

Prevale/la intermedia ++ 

Saetero/des forsythus 

Fusobacterium (spp) +++ 

Peprostreptococcus 

micros 

Woil/enel/a recta + 

Treponema dentico/a ++ 

Actinomyces (spp) +++ 

Capnocytophaga (spp) 

Eikenella corrodens 

Streptococcus (spp) +++ 

Perlo. 
crónica 

++ 

+++ 

++ 

+++ 
++ 

+++ 

++ 

++ 

++ 

+ 

Perlo.juvenil .Perlo. Enf. 

local y gral. Sistémicas. 
VIH. 

+++ + 

+ 

+ ++ 

+ ? 

+ 

++ 

+ +++ 

++ 

+ 

+ ? 
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4.4 LIPOPOLISACÁRIDOS. 

Son moléculas que están presentes en la pared celular de las bacterias Gram­

negativas, también recibe el nombre de endotoxina y se define generalmente 

como un complejo proteínico estable al calor. 

Los LPS constan de las siguientes partes (Flg 8): 

a) Una porción superficial polisacárida que es antigénica y específica de especie y 

se denomina antígeno específico o. antígeno O ó antígeno somático; es el 

principal antígeno de las bacterias Gram-negativas. 

b) La capa intermedia está formada por oligosacáridos y ácido ketodespl<ioctónico 

denominado "core" o KDO. 

c) La parte interna es lípidica y se llama lípido f\; es muy tóxica y ~onsUtuye la 

endotoxlna responsable inicial del cuadro de shock séptico. Está' constituido por 

disacáridos de D-glucosamina, fósforo y diversos ácidos grasos (laúrico, palmftico, 

mirístico y 13-hidroximirístico). 

Se ha demostrado que el LPS tiene: una alta afinidad por las proteínas de 

membrana en los mamíferos y es capaz de desencadenar una gran cantidad de 

señales intracelulares un~ ~ez ligado a su receptor. 4 •
5

•
34

•
42

•
43

•
44

•
45

•
49

•
5º· 

1 0.Anri.-n 1 

~ 
E;EJ 

y~~ llú-.·~--l~~ 
~ ~-· 

TESf.S CON 
FALLA DE OR.lGEN 

Fig B. Esquema de la estructura general de una molácula de Lfpopolisacárldo, presentando su 

parte po/lsacárlda o anlfgeno O, su capa lnennedia o KDO y la parte Interna llp/ca llamada lip/do A. 

Guha Mausumee, Mackman Nigel. LPS lnduction of gene expresion In human monocytes. 
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Actividad Biológica del LPS en los Tejidos Glnglvales. 

La estimulación biológica de monocitos y otras células por el LPS estimula la 

producción de citocinas, algunas de estas citocinas están involucradas en la 

respuesta inflamatoria· e· inmune del huésped: Se ha· demostrado recientemente 

altos niveles .de' IL-113 e IL-6, en tejidos gingivales de sitios con lesiones 

periodontales ~olivas. 42
•
43 

De igual forma.aunque se sabe que tanto la composición bacteriana como factores 

derivados del huésped están involucrados en la estimulación de la pérdida de 

hueso en la periodontitis. El LPS es uno de los componentes bacterianos que más 

induce la resorción ósea en cultivos in vitro, especialmente el LPS de P.glngiva/is. 
23

•
34

•
42

•
43

•
5º·51

, fracciones de LPS de P.gingivalis inhiben la síntesis de colágena y 

aumentan la actividad de los osteoclastos provocando la resorción ósea, además 

las citocinas inducidas por ésta molécula provocan la activación de factor de 

transcripción NFK-8 que induce la expresión de genes que codifican KGF-1 e 

ICAM, moléculas que participan en la proliferación y migración de células 

epiteliales, que es uno de los primeros pasos de la periodontitis.32 

Interacción de los Flbroblastos con El LPS 

Se ha observado que el LPS de P.gingivalis, P.intermedia y E.coli causan una 

inhibición tipo dosis-respuesta del crecimiento celular de los fibroblastos in vitro, a 

altas dosis el LPS inhibe el crecimiento celular y a bajas dosis. promueve la 

proliferación. 34
•
41 .42

•
43 

Los fibrobiastos in vitro producen varias citocinas en respuesta a. estimulantes 

exógenos y endógenos, en el caso del LPS de P.gingivalis incl~ce la.lii:ieración de 

citocinas inflamatorias, las más importantes son IL-1(3, IL~6 y TNFÍX. Así los 

fibroblastos gingivales como células productoras de citocinas pued~·;, contribuir a 

la respuesta inmune e inflamatoria de los tejidos periodontale~. ,32.34.so.s( 

Receptores de los LPS. 

Dada la importancia de esta macromolécula para desencaderia'r . un gran número 

de respuestas inflamatorias y septicemia se han realiz~d~diversos estúdios sobre 
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el mecanismo por el cual estas moléculas activan mecanismos de transduccién 

en diferentes líneas celulares, en estudios realizados sobre monocitos y 

macrófagos se ha demostrado que el LPS Induce la expresión de genes y 

citocinas "al formar un complejo -de asociación con receptores presentes. en la 

membrana celular .. Este complejo inicia con la asociación del LPS a una proteína 

conocida -como· LBP que es la proteína de. unión al- LPS. LBP se encuentra 

presente. enel ·plas~a sanguíneo a una concentración de 3 a .1 O µg/ml, esta 

concentración puede aumentar al aumentar la cantidad del LPS. 

CD14 

Una vez formado.el complejo LBP-LPS éste se transmite a la proteína conocida 

como CD14;· esta e~ una proteína qué' presenta dos formas una.membranal 

CD14m y un~ ~oluble CD14s (Flg • 9), se. sintetiza. a partir de la vía inositol 

glicerolfosfato (GPI); en' el caso ele la CD14m se ancla a la membrana; en la 

forma solubÍe, .se Hbera de la célula y se une a células que no po~ee~ co14m 

como las células endot~liales para que reconozcan el é~nlplejo LBP-LPS y 
produzcan citocinas. : . .·. . . . - ·.·. ·. . . . : . ) ·- -

En diversos --estudios ha~ demostrado quelos;fibr~bla~tos-gfni:í1vales hurnanos 

presentan la proteínaCD14 anclada a la mer:nbrana-(Co1.4rn)~r{1~'superficie de 

la célula, el peso molecular de CD14m es.de ss~Da, es_unajírciteína de tipo 

glucosil-fosfatidilinositol que carece.de dominio _cit~plásrnico yjransmembranal 

por lo cual es necesaria la participación de otra pr~teína a 1~ cuaJ se asocia para 

desencadenar señales de lo"ansducción. 7 .a.32•32•3e,37,39'.43. 

Sin embargo otros autores argumentan que la forma de CD14 que expresan los 

fibroblastos gingivales humanos es CD14s 38 
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LPS:LBP ~ (LPS)n + LBP .,._ Bacteria Gram· 

activación 
t ~~--... .ftc- . . 

o,v 

!Q Monoclto 

~ \~ 
"'C'o"~~-.:·-... 

'v 

activación 

Célula endotelial 

Fig 9. Esquema de la Interacción de CD14m y CD14s con el complejo LBP:LPS 

RECEPTORES TLR. 

Las proteínas con las cuales se asocia el LPS, son d~- la f~miUa TLR (tell like 

receptor),. principalrr,ienté JLR4 .·y TLR2, aunque. esta última· no".ha ·manifestado 

~:schP~;:~~::d~~~ª~Jr~~r:Z;na~ trans~embr~r1a1~~ .~u~?pas~~ll ·un dominio 

extraceiular rico·. en·. leucina y ~~··_.• d6~i~io'. intracelula~.· Ú~rii'ad6 .-f ()ú ·como por 

ejemplo MyDBB (Fig 1 O)·: El des~~b;l;;;ieriió de I~~ 'r~6~ptc);;:;~:~~: la iarliniá TLR se 
- i , .. - " - .. ' ·" ~ - . '-· -~" - . ' ;· . ; . "'. 

llevó a cabo graélás a los estudfoscrealizados sobre lél• mosca Drosophila,. en la 

cual el receptor Tell reconoce al patógeno y se. ini::lt'.ic~ una r~spuesta immune 

innata por la activación de factores de transcripbión 'como Rel, Dif y Relish los 

cuales son homólogos a NFK-B. Debido a la se~eja11za estructural y funcional de 

los receptores encontrados en las células de los mamíferos con los receptores Tell 

de la mosca se les llamó receptores parecidos .a Toli.': En ~~míferos como el 

roedor la respuesta inmune innata puede inducirse por la asociación del LPS a 

uno de estos receptores TLR y desencadenar la expresión de genes y la 

producción de citocinas. 
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Flg 10. Esquema de la estructura de los receptores TLR, que presentan un dominio extracelular 
rico en leucina (LRR) y un dominio intracelular llamado To//. · 
A. Guha Mausumee, Mackman Nigel. LPS induction of gene expresión In human monocytes. 

Actualmente se han identificado 10 receptores TLR (Tabla 2) cada es un receptor 

específico para diversos estímulos externos que lleguen a las célul~s: IÚ papel de 

TLR1 ,2.4 y 6 ya se conoce, TLR2 fue el primer receptor.TLR • ic::lentificado en 

humanos y posteriormente se identificó TLR4. En estudios. realizados con. LPS 

purificado de bacterias gram negativas se observó que éste actuaba sobre Tl...R2 y 

TLR4, sin embargo actualmente se sabe que TLR2 tiene pc)ca_a.fi~idad por el LPS 

y que esto pudo ocurrir por la presencia de lipoproteínas en.el LPS aislado, 

concluyendo que TLR2 reconoce las lipopoteínéls delas.ba_ch3ri~~ Gram positivas 

y TLR4 el lipopolisacárido de las bacterias Gram negéltiv~s.·:c \ . · 

TLR3 está implicado en la respuesta a RNAvir~I; TLRS á' flageliria; TLRS a DNA 

de bacterias. \\_/_·:.:·~::.~_.·_'./?: '"·: , ~'.\/----~:... . 
- -~ ;.-: : . . ~; . 

Otros estudios han aportado que la formación d~i'~b~plej~ no solo presenta 

CD14 y TLR sino también una proteína accesbria ·~<>~ocicla coÍTio ·MD2, esta es 

una proteína transmembranal soluble quehac"ei más ~ficaz la respuesta de TLR4 

al LPS. Para que se lleve a cabo el proceso d~ s~fiall~~ció~ a través de TLR4 
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también es necesaria la participación de la molécula tipo, Tell MyD88 y el receptor 

quinasa asociado ª.la interleucina 1 (IRAK).De:,hecho la señalización del LPS 

ocurre de forma muy similar a la señalización hecha por la IL~1. La señalización.de 

la IL-1 es iniciada por ia formación- de u~ complejo 1Cé1; r~ceptOr dei IL~1 y la 
; . '· ••.• ,• ._. -- ' -.· . '• >' .• _- • 

proteína accesoria ·asociada'. al;: receptor , de IL.:1.\ (IÍ.:-1 R~AcP).' El . adaptador 

citoplásmico es MyD88 que se un~ al compl~j6 pÓr i~ter8.~ciÓnesToll{l"oll, seguido 

por el reclutami~ntode IRJl.K~I ~~it~Jff~· 0d .'. ;. - ...... ,, 
;=> :.--.- -

., 

">"." •.· ·-- •. ·:•o .--.:~'':'.· .. ::·"e ,.· ' ,·: ·.· ' 

Otras superficies . m~1edu¡8.r:; involucradas como /ecepto°i-es del LPS son las 

integrinas CD11b/CD18 sin erriba'rgo; faltan rr;ás estudi~s para saber su forma de 

participación en el complejo cíe unión: 36 .. · 
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TLRs 

TLR1 

TLR2 

TLA3 

TLR4 

TLAS 

TLR6 

TLR7 

TLRS 
TLR9. 

TLR10 

Tabla 11. Miembros de la familia TLR conocldos.69 

Ligando principal 

Colactor de TLR2 

llpoprotefnas,glucopéptldos, 

péptldoglucano •. ' 

· Hebra doble de ANA 

LPS 

Flagelinas 

Cofactor de TLR2 

lmldazoqulnollne 

desconocido 

DNA m.odillcado CpG 

Patógenos 

Gram\ Gram·, mycobacterias. 

espiroquetas, micoplasma 

Gram+, Gram·, mycobacteria. 

espiroquetas 

Virus 

Gram-

Flagelos de Gram• y Gram· 

Gram•,Gram·, mycobacterias, 

espiroquetas, mycoplasma 

Componentes 

sintéticos 

todas las bacterias 

antivirales 

Otras características de estos receptoresTLR es que comparte dominios con los 

receptores de la familiacfe IL~1. conocid6s c~mo recepfores toll-interleucina 1 que 

han sido involucrados er:i la respÚesta alérgica. 

Hasta este momento el complejó de señalización de LBP-LPS incluye la 

participación de CD14, TLR4-MD2, la porción Tell de .TLR4 MyDBB o sus 

homólogos como MAL:/TIRAP .. y el receptor quinasa asociado a IL-1 conocido 

como IRAK. A partir de este complejo se activa hasta la última regulación de 

transcripción de genes pro-inflamatorias, asf como NF-KB, la fosforilación de 

quinasas como las MAPK, JNK y p38, aunque aún no se comprenden en su 

totalidad much~s vías en cuanto a su participación en la síntesis de mediadores de 

procesos inflamatorios o su participación en eventos como la muerte celular 
programada (Fig 11).9,1?, 1a,24,25,33. 
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Adaptadores: 
MD-2 

MyDSS 

Oulnasas: 
IRAK 

TRAF 

5¡·-~ 
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Expresión de .._ .. ·-ic11 .,.__ 
Genes .,..__ 

.... \f'/J'I.: ... ·-----~ 

Fig 11. Esquema de la señalización del complejo LBP:LPS con su receptor TLR, la protefna MD2, 
el dominio To// MyDBB e IRAK para la expresión de genes vfa MAP quinasas JNK o SAP y el factor 
NF·KB. 
Dldider Heumann, Roger Thieny. Inicial responses to endotoxins and Gram-negatlve bacteria. 

SEÑALES CELULARES Y VIAS DE TRANSDUCCIÓN. 

La membrana plasmática separa a la célula del medio qu·e la rodea. Sólo es 

permeable a pequeñas moléculas solubles en lípidos, como> lá.s hormonas 

esteroideas, que pueden difundir a través de ella para adentra;¡{e'~'~ ~¡ cilopl~sma. 
Es impermeable a los materiales solubles en agua, ·indlJyerído · los iones, 

pequeñas moléculas inorgánicas, y polipéptidos o proteínas:. La respuesta al 

material hidrofílico depende de la interacción sobre la cara. extracelular de la 

célula con un componente proteínico de la membrana plasmática. La molécula 

extracelular es llamada generalmente el ligando y la proteína de la membrana 

plasmática que la une se le llama receptor. 1º· 11
•
12

• 13 •
14

• 2 º· 
Así podemos definir un receptor como una estructura química capaz de recibir al 

mensajero y de transmitir el mensaje para que se produzca la respuesta de la 

célula. El receptor. es una proteína. grande de peso molecular elevado, y sus 

funciones pri~cipales .son reconocer al mensajero y activar la secuencia de 

eventos que conducen a la respuesta celular. La información para su síntesis está 

almacenada en el material genético de cada célula; su superficie presenta un sitio 

de reconocimiento al que se une.el mensajero. Las superficies del mensajero y del 

receptor se unen con un alto grado de selectividad entre sí, así como de afinidad. 
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La afinidad puede definirse como una medida de la facilidad de interacción entre 

dos substancias. Por su localización los receptores se pueden dividir en dos 

grandes familias; los que se localizan en la •membrana • plasmática y los 

intracelulares. 12•
14 

La transmisión de una señal implica la interacción de.un ligando 'extracelular con 

una proteína transmembranal que tiene dominlo a a~bos lados d~ la membrana. 

La unión del ligando convierte al receptor de su forma inactiva a la activa. El 

principio básico de esta interacción es que la unión del ligando en la cara 

extraceluiar influye en la actividad del dominio del receptor que se encuentra en la 

cara citoplásmica. Este proceso recibe el nombre de transducción de la señal. 10
•
11 

La transducción de la señal proporciona un medio de amplificación de la señal 

original. El principio de la transducción de señales es que la forma activa de un 

receptor dispara una actividad catalítica en el citoplasma. La amplitud de la señal 

citosóiica es mucho mayor que la señal extracelular original. Una molécula 

producida en respuesta a la transducción de una señal extracelular se denomina 

segundo mensajero. 

VIAS DE TRANSDUCCIÓN. 

Una vez que se procluce la asociación entre el ligando con su receptor membranal 

este estimula~él la.enzima b.lanco· que se encuentra en el espacio intracelular. 

Estas enzima.s intrac~lulares sirven como seftales que propagan y amplifican la 

señal inicial y la unen a su ligando. Así las vías de transducción conectan la . . . 
superficie celular al núcleo provocando cambios en la expresión genética en 

respuesta al estímulo (Fig 12). 

Se conocen diferentes vías de transducción en donde intervienen distintos 

segundos mensajeros como pueden ser la fosforilación de proteínas a través de 

AMPc o GMP, o la de fosfolfpidos y calcio, en éste caso nos interesara conocer la 

vía de las MAP quinasas de donde se desprende p38. 1º·11
•
12

•
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Fig 12. Ejemplificación de las señales de transducción. La hormona esteroidea se difunde a través 
de la membrana plasmática y se une a un receptor nuclear. el cual estimula directamente la 

transcripsión de sus genes blanco. 
The cella molecular approach. Geoffrey M. Cooper 

4.5 VIA MAP OUINASA. 

La vía de las MAP quinasas refiere una cascada de proteínas que se han 

conservado a lo largo de la cadena evolutiva y juegan un papel central en la 

transducción de señales en todas las células eucarióticas. El elemento central de 

la ruta es una familia de proteínas quinasas treonina-serina llamada MAP quinasa 

(mitogen-activated protein kinases). que son activadas en respuesta a varios 

factores de crecimiento y otras señales -moleculares. En levaduras, esta vía 

controla una gran variedad de factores de crecimiento y otras respuestas 

celulares, como su reproducción, forma y esporulación. En los mamíferos regula el 

crecimiento celular y la diferenciación, motivo por el cual se les denominó 

proteínas quinasas activadas mitogenamente.57 

Existen en las células eucariontas de los mamíferos varias rutas de las MAP 

quinasas, cada cascada consiste de tres proteínas quinasas: una quinasa terminal 

y dos quinasas intermedias que regulan distintas respuestas celulares. Entre las 

familias de proteínas de las cuáles se desprenden estas cascada se encuentran 

ERK, JNk y p38, que son las que se han estudiado más ampliamente en 

mamíferos. 57
•
58

•
59

•
60 
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Estimulo 

Qulnasa antecesoras 

MAP qulnasa 

Respuesta celular 

Tabla 111. Familia MAP quinasa.10 

Factores de crecimiento 

RAF 

MEK 

ERK 

Proliferación, diferenciación y 

supervivencia celular 

Ciloclnas/ Stress celular 

MEKKs 

MKKs 

JNK/p38 

Muerte celular e Inflamación 

ERK (Extracellular signal-regulated kinase) (quinasa regulada por señal 

extracelular) es activada en respue~ta ~:vari~s fa6t6res de crecimiento y otras 

señales moleculares. En las levadura~ ERK ll~v~ I~ r~pr~ducción, forma celular y 

esporuiación. JNK y p38, a diferencia d~ ERK, ' s~n activadas en respuesta a 

citocinas inflamatorias y estímulos celulares como la radiación ultravioleta. 
10,11,12,20,48 

Mientras que las señales de ERK conllevan principalmente a la proliferación, 

supervivencia y diferenciación celular; las -señales _de JNK y p38 -provocan 

inflamación y muerte celular. Esto lo hacen mediante su translo~ación al núcleo y 

la fosforilación de factores de transcripción que regulan la expresión_genética. 1 ~·59 

ERK es una de las MAP qui nasa mejor caracterizada en las -células._ de -los 
.'>. - > 

mamíferos, su activación de ERK se lleva a _cabo mediante la unión del ligando a 

receptores acoplados a proteínas tirosina-quinasa o a recepto/~s.acoplados a 

proteínas G. 

La activación de ERK es mediada pordos woteínas quinasas)ntermédias, las 

cuales se acoplan con factores de crecimiento por ün lado y por otro' con ~n GTP, 

estas proteínas son RAS y RAF, las cu~l~s fosforilan y activan - una segunda 

proteína quinasa llamada MEK. MEK es ur1á proteína con espe~ificidéld dual, esto 

es activa miembros de la familia ERK por fosforilación de dos residuos de: 

treonina y tirosina. Una vez activada ERK fosforila una variedad de blancos como 

pueden ser otras proteínas quinasa y factores de transcripción . 

.... ----· 
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Las tres MAPK son activadas por una quinasa intermedia MAPKK, que tiene 

especificidad dual, fosforila residuos, treonina y tirosina en un sitio tirosina-X­

treonina especifico para cada MAPK (Fig 13).55
•
56

•
57

•
5
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F/g 13.Fosforilaclón de residuos de Tiros/na por la protefna tlrosfna-qu/nasa y desfosfor/laclón del 
residuo por la prole/na tiros/na fosfatasa. 

The ce// a molecular approach. Geoffrey M. Cooper. 

Los tripéptidos de las MAP quinasas son: de ERK, Th;~Gl~-Tyr, de p38 Thr-Gly­

Tyr, y de JNK Thr-Pro-Tyr. La fosforilación de estos residuos tirosina-treonina es 

llevada a cabo por las proteínas quinasas activado ras de MAPKK · (MAPKKKS) 

como son Rafs, MEKK1, qulnasa reguladora de la señal de apoptosis (ASK1), 
MLKs, TAK, etc. 15-10,24,25,20,48,58. 

p38 

p3B es el tercer miembro de la familia MAPK, también se le conoce como 

SAPK2/RK o quinasa reactiva o quinasa activada por estrés. Fue originalmente 

identificada por la estimulación de macrófagos de ratón con LPS; Es uná proteína 

de peso molecular de 38 kDa 74 que se encuentra presente· en· el ·citoplasma 

celular de células Involucradas en la respuesta inflamatoria.éo;°no.monocitos y 

macrófagos, en celulas Involucradas en la respuesta inmune cor!l~ éél¿l~sT, CD4 

y CDS y neutrófilos. También ha sido caracterizada el"l, fibroblastos, e~ células del 

sistema nervioso como astrocitos y microglla, en células epiteliales, en plaquetas 
y en células del músculo vascular. 15,10,27,2e,33,35,36,37,48,5B,83,84,ss. 
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Se han descrito cuatro isoformas de p38 :a,¡3,y,ó, sin embargo la forma a es la que 

más se ha estudiado en diversas líneas celulares y la más caracterizada. Algunos 

autores mencionan que 1as cuatro isotormas son idént1cas en un s7-7so/º de sus 

secuencias de aminoácidos pero difieren en sus factores de· expresión;• y ·en su 

senseibilidad a inhibidores conocidos contra estas enzimas, asi · 58203580 y 

58202190 son específicos para p38a y p38¡3.57•58·60 

Como se comentó anteriormente los estudios realizados sobre p38 muestran tjue 

es estimulada por .citocinas inflamatorias como IL-1, . TNF, · L~s. tr6mbina y 

colágena, y estrés celular como un shock osmótico o un shock por ~alor, ~ádiación 
UV y agentes qufmicos;15, 1a,10,25'. 33,48,57,58,59. . .·, . 

Estos estimuladores inducen la fosforilación de p38 en su domi~io 'écinstituido por 

el tripéptido: treonina, gllci~~ y tlrosina. 61 .. . . . 

Para su activación se han encontrado.en el complejo de señalización moléculas 

como Cdc42, PAK y Rac1. 29·33•52•5~"< 
Cdc42 es una proteína de unión de GTP dé'tipo RAS, ~iembr~ de Ja familia Rho, 

:·--,.---.·::-,-,--•,- ·-···-·-:·-.-.:;·--.---- -"·/ .. ·. ---'·-·----- ; .. --_-,. 

que tiene una alta afinidad 

serina/treonina. 

•·por, dominios de,· prot~ínas quinasás tipo 

La activación a través del complejo de s~ñaiizació~ ~e \os r~c~ptore~al asociarse 

con el LPS, fosforila las MAPKKK de p38, 
0

en~re l~s ~,~~ies}e~~ag identificado: 

PKR o proteína quinasa regulada por • ANA; MLK3/SF'RK;·: ASK1 (quinasa 

activadora de la señal de apoptosis -1) 17 y TAK1 . esi~s MAPKKK activa la 

MAPKK de p38 que involucra dos quinasa especificas MKK3 y MKK6 17•56• Un 

knock out del gen de MKK3 causa un defecto en la activación de p38 y en la 

activación del gen para TNFa. También existen algunas evidencias de que MKK4 

puede fosforilar a p38 (Fig 14)56,57,60,62,ro 



Fig 14. Esquema de la vfa de señalización de p38 por el LPS y el receptor TLR4 

La importancia de p38 radica en su capacidad para la expresión de genes de 

muchas citocinas y su rol en la respuesta inmune (Fig 15).58
•
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•
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Fig 15. Sitio de fosfori/ación de p38. Observamos la fosforilac/ón de un sustrato por 

p 38 en presencia de Zn. 
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p38 fosforilada activa varios .factores de transcripción que incluyen ATF-2, ELK1, 

CHOP, MEF2C , AP~1. IF4E (Factor de iniciación eucariótica) y Sap1a, estos 

factores están Involucrados en numerosas funciones celulares como la activación, 

proliferación y transformación celular; asi como en la transcripción y translación 

de mediadorei(prolnfl~matorios. También se ha Involucrado la plirticlpación de 
.. · '· ... ,··. ". 

p38 en la inducción del factor de transcripción NFKB, se cree que p38 no actúa 

directamente'sobre el factor de transcripción o sobre las pro.taínas quinasas IK¡3, 

sino que actúá en un segundo nivel de activación que involucra un complejo basal 

en el cual participan p65/p50 que interactúa con el coactivador CBP. que se 

encuentra en el complejo basal. La inhibición de p38 ha demostrado que reduce la 

unión de la proteína TBP que une la porción de p65/p50 al.complejo basal. Aún 

no se comprenden bien los mecanismos por· los .cuales esta quinasa activa estos 

factores de transcripción, se sabe que tiene :uri, papel Importante porque al ser 

inhibida puede disminuir la inducción de estos genes, algunos estudios refieren 

que p38 actúa en la fosforilación de otras quinasas que se encuentran debajo de 

ella y que a su vez activan estos factores de transcripción, por otro lado también 

se ha referido que las MAPK son capaces de translocarse al núcleo.33·~8•5s.sc.e1 

Entre las quinasas que se han caracterizado y que son inducidas por p38 por estar 

debajo de esta vía se mencionan MNK1/2, MAPKAPK2 (MK2), MSK1 y PRAK las 

cuales regulan la expresión de genes por la fosforilación de otros factores de 

transcripción como CREB y ATF-1 (Fig 16). 

Otros estudios realizados con anterioridad involucran la presencia de la proteína 

p38 en diversos eventos fisiológicos como la producción de la enzima NOS2 de 

óxido nítrico, aumento de la producción de ácido araquidónico por la enzima 

fosfolipasa e (cPLA2), y apoptosis~ 1s.1e,17,1s.24,25,2a. 

p38 regula la expresión del factor de transcripción de IL-113 (C/EBPl3 y C/EBP6) y 

TNFa en monocitos y macrófagos, estos resultados se obtuvieron en diversos 

estudios, en algunos de ellos se utilizó uno de los inhibidores específicos de p38, 

88203580, que pertenece a un grupo del compuesto pilivinil imidazol. El efecto 

de este inhibldor es atribuido a la unión en el dominio quinasa para ATP. La 
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conclusión de la participación de p38 se obtuvo ya que al preincubar este inhibidor 

previamente al tratamiento con LPS se inhibía la activación de p38 y se redujo la 

Inducción de IL-1 y TNFa. 54
•
55 
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Fig 16. Ouinasas activadas por p38 y los factores de transcripción que se desprenden de ellas. 

Participación de p38 en la respuesta inmune innata. 

La respuesta inmune está envuelta en un gran número de tipo celulares que 

funcionan como iniciadores, reguladores y efectores de medios de defensa del 

huésped contra patógenos invasores. Éstas células interactúan entre sí y tienen 

una regulación cruzada, las células blanco responden usando vías de señales de 

transducción que regulan la expresión de genes y funciones inmunes. 

Los mayores conocimientos que se tienen sobre la respuesta inmune innata en 

mamíferos ha sido gracias a los avances realizados en estudios hechos sobre la 

mosca de la fruta Drosophila, en la cual se identificó un grupo de 8 proteínas de la 

familia Tell, la cual es el centro de la defensa innata, que envuelve el 

reconocimiento de bacterias y hongos, y la inducción de péptidos antimicroblanos. 

Está bien establecido que la vía NF-KB es un importante blanco de los receptores 

ri - ·----·----_.,.._, 
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Toll en la respuesta inmune innata de Drosophila. Las MAP quinasa como JNK y 

p38 son activadas por patógenos en las células del insecto. p38 en la mosca 

parece atenuar la expresión genética de pépt1dos antlmlcroblan~s>seguida a la 

exposición del LPS. 

En mamíferos se ha observado que una vezinducidél p3B po~ e!,LF'S media la 

producción de IL-1, IL-12, el factor de necrosis túl'llor~I TNFa en la respuesta 
. · .. ~'. 

inmune Innata. ,, ''",':> 

Su participación en la producción de TNFa lo hace víél C~,~,~'~b:M.K2 y MK3, a 

través de elementos ricos en AU (ARE) en la: región'dé~'.tránscripción 3'. La 

supresión en el genoma de esta región en ratones prbi~~~ «5,f~g~ i.l;~6rmal que 

conlleva la expresión de genes y desarrollo de,,do~ tipoi;¡ ~ei ª,~toinníúnidad: artritis 

y enfermedad inflamatoria del intestino. 

Para examinar el rol funcional de p38 en {la;' respuesta inmune, Luc. y col. 

analizaron la deficiencia de la quinasa de p38 MKK3 en ratones. La disrupción de 

MKK3 causó en aproximadamente un, 40, a 70o/o la reducción total de la actividad 

de p38 en macrófagos tratados con LPS:,' La -actividad residual pudo ser atribuida 

por MKKS o probablemente por MKK4: El mismo resultado se observó por el uso 

de inhibidores específicos de p38 como 88203580, 88202190 y 58202474. 

46 



1ESTIMULO1 

1 RESPUESTA 1 

Bactenas 
LPS 

59203580 
58202190 

SD-262 

Agregados 
extracelulares 

Al\, PrP 

<&.~:· • --
Flujo sangulneo 

Tromb1na Neuronas 
Exc1to101ana 

ATP 

, 
<&º 1 Nfu,ll:S,ll-11L.il-12, NO 

vlaiNOS 

Ampltflcaclón del 
proceso 

lnflam.torto 

Fig 17. Participación de p38 en en el procesa innamataria en mam/feras. 

Por otro lado p38 también se ha visto involucrada en la activación y diferenciación 

de células T (Fig 18). Las células CD4 cooperadoras juegan un papel central en la 

respuesta del sistema inmune, como las células CDS citotóxicas, las células CD4 

se desarrollan en el timo, y tienen especificidad para reconocer complejos 

péptidos MHC presentes sobre células que presentan el antlgeno llamadas (APC). 

Una vez reconocido este antlgeno se desencadena una senal en el receptor de las 

células T, en donde también interviene un coestimulador llamado CD28, esto lleva 

a la producción de interleucina 2 por parte de la célula T y al mismo tiempo a que 

la célula entre en el ciclo celular, es decir la célula se divide rápidamente durante 

varios dias y las células T se diferencien en células efectoras. 

Durante este proceso de diferenciación, se expresa un nuevo patrón de expresión 

de citocinas que conlleva la producción de genes responsables de las funciones 

efectoras especificas de estas células, y también a su papel en la protección del 

huésped de una gran variedad de patógenos. 

Se han identificado dos ciases de células T efectoras CD4 en base a las citocinas 
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que secretan y sus efectos inmunomediadores conferidos por estas citocinas. Las 

células efectoras Th 1. produe11 citocinasproinflamatorias como interferon- y (IFN­

y) y linfotoxlna-a (Lt- - a); las cuales organizan centros Inflamatorios y 

desencadenan .1~ respuesta celular·. inmune •contra cierto~ patógenos como 

Mycobacte;ia·;, Sa/monef/a y oiros agentes a :tra~és de 1~.activación de defensas 

antlmicrobianas. Las célÚlas efectoras Th2 producen difer~ntes cilocinas (IL-4,IL-

5,IL-9,IL-.1 o, IL~13. y otras) que estimulan a· Ías .cél~l~s B para_. diferenciarse y 

secretar anticuerpos. También interactúan co~ dÚerentes tipos celulares para la 
< • ' • '·:· ,. 1 

respuesta antiparasitaria. Por lo que Th2 ·juega ün papel Importante en la 

protección contra ciertos patógenos bacterian8s y parásitos. 

Ricen y col. por primera vez describen la ·rúta de ps·a-como activadores de células 

Th1 en ratones. Estudios recientes también s¿gi~réri el rol de p38 en la producción 
' ":' ' 

de citocinas pro-inflamatorias como IL-2 .. y IL~18 para la activación de células T. 

Estos resultados se han obtenido. 1:1sa~do inhibidores del grupo imidazol que 

bloquean p38, lo .. cual a su vez bloquea la producción de IFN- y por las células 

Th1. 

P38 -y JNK están frecuentemente coordinadas en la regulación de muchos 

procesos fisiológicos. Enlas ~é1u1Eí'~Th1 ;''t~~-t~páá como JNK están activadas de 

forma selectiva, aún no se c~~prerid~ bi~ri el mecanismo . de selección, sin 

embargo se ha encontrado que esri~~~~~ri~ l~P~r!icipacion deuna PI()teína Áac2 

para la activación de estéls\q~/rias~s. se .<ere~: que esta • proteín~ .• juega un 

importante papel en la selec~iól'l pa~i pS8:y-JN1<mientras que para activar JNK 

es necesaria la expresión de GADÓ4S que acÍiva JNK median'te la activación de 

MEKK4 por lo cual se considera q~e si MKK4-es uña:' de las rutas que activa p38 

puede ser también activada por est~ proteína GAÓD45. 
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Fig 18. Participación de p38 en la diferenciación de células T. 

Se piensa que p3a está involucrada en el mismo mecanismo de producción de 

IFN- y en élulas citotóxicas coa, sin embargo faltan más estudios para 

corroborar esta hipótesis. También se ha involucrado la participación p3a como 

reguladora de la activación de la muerte celu!ar programada en células coa. 33 

Participación de p38 en la producción de Óxido nítrico a través de NOS2. 

El óxido nltrico es un gas reactivo con radicales libres, es una de las mayores 

moléculas de sellales parácrinas en el sistema nervioso, inmune y en el sistema 

circulatorio. El óxido nltrico es capaz de difundirse directamente a través de la 

membrana plasmática a su blanco en las células, es sintetizado a partir del 

aminoácido arginina y oxigeno molecular por la enzima óxido nltrico sintetasa ya 

sea inducida o constitutiva. En los macrófagos la enzima NOS es expresada solo 

por inducción transcripcional, entre los factores que producen grandes cantidades 

de óxido nltrico se tienen algunas citocinas y el LPS que generan la forma 

inducida de la enzima conocida como iNOS o enzima óxido nltrico sintetasa-2 
(NOS2) _9.24,65,67 

Una vez sintetizado el óxido nltrico difunde fuera de la célula y puede actuar 

localmente afectando células cercanas. Su acción es local debido a su 
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inestabilidad con una vida media de pocos segundos. Una de sus acciones bien 

caracterizadas es su acción como senalizador de la vasodilatación. 

También se cree que el óxido nltñco tiene funciones bacteñcidas, tumoricidas y 

probablemente sea un regulador de la respuesta inmune. Una vez inducida la 

enzima iNOS sintetiza altos niveles de óxido nltñco a tiempos prolongados y se 

incrementa la concentración de este metabolito, el cual se piensa que contribuye 

con el desarrollo de arteroesclerosis, dano del DNA e hipotensión asociado con el 

shock séptico. Por esto es de suma importancia la regulación de. la producción de 

la enzima iNOS. 

Estudios realizados con anteñoñdad muestran que p38 juega un papel Importante 

en la inducción de iNOS. El LPS activa p38 y una vez· activada es capaz de 

modular la respuesta funcional a través de la fosfoñlación de factores de 

transcñpción y la activación de otras quinasas. Uno de los factores de 

transcripción más estudiados que juega un rol pñmario en la regulación de iNOS 

es el factor de transcñpción nuclear NF-KB. 9•
24 
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Participación de p38 en la Inducción de la enzima Clclooxlgenasa-2. 

Las prostaglandinas son. reguladores criticas de la respuesta Inmune, la fiebre y el 

dolor, también actúan comó moduladores autócrinos y parácrinos de la respuesta 

celular que juega' Uri papei fmportante en la mitogénesis y apoptosis. 

Las prostaglandinas se forman•a partir del metabolismo del ácido araquidónico, 

por medio de dos enzimas la clclooxigenasa-1 y la clooxigenasa-2. 

El ácido araquidónlco es un ácido graso poliinsaturado de 20 átomos de carbono 

que procede de la dieta o de la conversión del ácido linoléico: · Se encuentra 

esterificado en los fosfollpidos de la membrana celular y su liberación se lleva.·a 

cabo por la activación de las fosfolipasas celulares por estlmulos mecánicos, 

químicos y flsicos o por otros mediadores, como por ejemplo esa. 

Como se menciona anteriormente las ciclooxigenasas catalizan la conversión de 

ácido araquidónico y 0 2 a prostaglandinas, especialmente PGH2. 

La ciclooxigenasa-1 {COX-1) es una enzima constitutiva . cuya expresión es 

regulada. COX-1 cataliza la síntesis de prostaglandinas''eh·,el retlcuio 

endopiásmico, es la única ciciooxigenasa presente en las p~a"qu.eta_s ; t~mbién se 

ha asociado con la producción de tromoboxano A2. En cont.rasÍe,la en~inla COX-2 

recientemente descubierta de peso molecular de _s2.1<c:>a ,75_.·.~s;un8: enzima 

inducida que normalmente no se encuentra presente en)B.~ células; ci.0,'tíE!cho s,olo 

algunas líneas celulares expresan COX-2; .· per~/~u\i~·~lÍ~~[J~, es rápida y 

transitiva, entre los estrmulos que la indu~en ¿e·.;~~~~ue~trari factores de 

crecimiento y citocinas. Entre los productos finales á i~~ cJ~le~ se á~ocl<i COX-2 

están PGE2 y las prostaciclinas. ·,~., -· 

En estudios anteriores hechos en macrófagos alve61are~ sé~el'ii6si'ró la inducción 

de la enzima COX-2 por LPS, en este proceso s~·~~~~~trÓÍ~~o1~6r~da la MAP 
'~ - ·; -.-.,~ .·.: .... ' - . ' 

quinasa p38. 71 

La activación de p38 ha sido relacionada con la expresión de diversos genes que 

codifican para citocinas inflamatorias y .de igual forma a sido relacionada con la 

estabilidad de mRNA de COX-2,- por-otro lado también se menciona que p38 

induce directamente la expresión de mRNA de COX2 a través de MAPKAP2, sin 
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embargo también se menciona que la. participación de p38 solo no es suficiente 

para inducir el gen de COX-2, es necesaria la participación negativa de la enzima 

Pl3K que se encuentra en la membrana celular, una vez inhibida esta enzima se 

produce un aumento en la inducción de p38 (Fig 19). 71
•
72 

, __ 

Fig 19. Rogu/oción do lo oxprosión do COX·2 por p3B 
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La enfermedad periodontal es una de las principales patologías que aquejan a Ja 

población en México, y su etiología ha sido ampliamente relacionada con Ja 

presencia de distintas bacterias, especialmente de tipo Gram-negativas que 

poseen en su pared celular Ja molécula llamada LPS 21
•
22

, Jos estudios realizados 

con anterioridad muestran que esta endotoxina estimula los mecanismos de 

defensa del huésped, específicamente en lo que concierne a Ja respuesta 

inflamatoria del huésped. 41
'
45 

En el presente trabajo se observó que estos estímulos inducen Ja fosforilación de 

la MAP-quinasa p-38, una importante vía de transducción presente en diversas 

lineas celulares encargada de la fosforilación de algunos factores de transcripción 

que inducen la expresión de la enzima NOS-2 elevando la producción de óxido 

nítrico; por otro lado p38 se ha relacionado con la inducción de Ja enzima 

ciclooxigenasa-2 (COX-2), de igual modo p38 también se relaciona con la 

liberación de citocinas, y así mismo ha sido involucrada con la apoptosis. 

• 6. JUSTIFICACIÓ.N 

Al caracterizar Ja fosforilación de p38 por LPS, hemos identificado una de las vías 

en que llega la información a la célula para Ja formación de citocinas, producción 

de prostaglandinas, elevación en la producción de óxido nítrico y la muerte celular 

programada, lo cual puede contribuir a Ja observación de los signos clínicos de las 

enfermedades periodontales, gingivitis y periodontitis atribuidas a bacterias Gram 

negativas. Este estudio nos permitirá en un futuro lograr el establecimiento de un 

marcador temprano de la enfermedad periodontal y de nuevos fármacos que 

logren inhibir la acción de estos estímulos mediante el bloqueo de la vía de esta 

MAP-quinasa p-38. 
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7. HIPÓTESIS 

7.1 Hipótesis Verdadera: 

Si el lipopolisacárido al asociarse a su receptor activa la proteína p38. entonces 

provocará en esta la fosforilación y las consecuencias fisiológicas que conlleva. 

7.2 Hipótesis Falsa: 

Si el lipopolisacárido al asociarse a su receptor no activa la proteína p38, 

entonces no provocará en esta la fosforilación ·ni las consecuencias fisiológicas 

que conlleva. 

7.3 Hipótesis Verdadera: 

Si p38 esta involucrado en la inducción de la enzima NOS2 al ser fosforilado por el 

LPS, entonces su inhibidor específico S8203580 bloqueará la inducción de NOS2 

en fibroblastos gingivaies humanos. 

7.4 Hipótesis falsa: 

Si p38 no está involucrado en la inducción de la enzima NOS2 al ser fosforilado 

por el LPS, entonces su inhibidor específico S8203580 no bloqueará la inducción 

de NOS2 en Fibroblastos gingivales humanos. 

7.5 Hipótesis Verdadera: 

Si p38 esta involucrado en la inducción de la enzima COX-2 al ser fosforilado por 

el LPS, entonces su inhibidor específico S8203580 bloqueará la inducción de 

COX-2 en fibroblastos gingivales humanos. 

7.6 Hipótesis falsa: 

Si p38 no está involucrado en la inducción de la enzima COX·2 al ser fosforilado 

por el LPS, entonces su inhibidor específico S8203580 no bloqueará la inducción 

de COX-2 en Fibrobiastos gingivales humanos. 
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8. OBJETIVOS 

Objetivo General. 

El propósito de este trabajo es observar la fosforilaclón de p-38 por LPS en 

fibroblastos gingivales humanos, E!n distintas dosis y a diferentes tiempos. 

Objetivo Específico. 

Caracterizar la ¡:Í~rticipacló~ de la proteína p-38 en la regulación de eventos 

fisiológicos. 

9. TIPO DE ESTUDIO. 

Experimental, comparativo y prospectivo. 

10. MATERIALES Y METODOS 

MATERIALES 

10.1 Equipo (Marca) 

Agitador magnético. (Nuova) 

Balanza GA200. (Ohaus) 

Baño de agitación. ( Precision Scientific) 

Baño de temperatura controlada (Fisher) 

Cajas de cultivo celular de 6 pozos. (Costar) 

Cámara de electroforesis horizontal (GIBCO-Life Technologles) 

Cámara de electroforesis vertical. (Hoeffer) 

Cámara de transferencia. (Hoeffer) 

Campana de flujo laminar (Nuaire) 

Celdas de cuarzo 

Centrífuga (Sorvali) 

Digi-Doc 

Espectrofotómetro (Perkin Elmer) 
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Gendarme (Costar) 

Gradillas (Nalgene) 

Incubadora (Nuaire) 

Megatoscopio 

Microcentrífuga (Sorvall) 

Microscopio de objetivos invertidos C22 (Olympus) 

Orbit Shaker (Labline) 

Pipetas de 1 Oml y 5 mi (Finniplpette) 

Potenciómetro (Equipar) 

Portaobjetos 

Probetas graduadas 

Proplpeta (Pepet-aid) 

Sonlcador (Lab-Line lnstruments) 

Termociclador ( Perkin-Elmer) 

Timar 

Tubos clínicos 

Tubos de ensayo 

Tubos Eppendorf 

Vasos de precipitado 

Vortex (Scientific Industries) 

10.2 Reactivos •. 
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Acrilamida .· (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) 
' . . . 

Agarosa (SIGl'".1A~ALDRICH CHEMICAL CO. MWSA) 

Antibiótico-Antimlcótico 1 % penicilina G sódica, estreptomicina. anfotericina B 

(INVITROGEN Lite Technologies.Ca. USA.); 

Anticuerpos mouse monoclonal pp-38(sc-7973), rabbit polyclonal p38 (sc-7149) 

(Santa Cruz Blotechnology, Ca. USA) 
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Anticuerpo rabbit polyclonal NOS2. (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz Ca. 

USA) 

Anticuerpo gota polyclonal COX-2. (Santa Cruz Blo.technology, Santa Cruz, Ca. 

USA) 

Azul de bromofenol (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) 

Bromuro de etidio (INVITROGEN Lite Technologi~s.' Ca: USA.) 

Cloruro de sodio (DIFCO) 

Desoxicolato de sodio (SIGMA-ALDRICHC.HEMÍCAL CO. Mi.USA) 

Duodecll sulfato de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Etanol 75% (J.T. BAKER.NJ. USA) 

EDTA (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Fenol saturado (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Fosfato de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Fluoruro de sodio (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Fluoroforo anti-rabbit (fluoresceína), anti-mouse (rodamina) (Santa cruz 

Biotechnology.Ca.USA) 

Glicina (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Glicerol (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Kit de quimioluminicencia (Santa cruz. Biotechnology.Ca.USA) 

Lipopolisacárido de Salmonella. enteritidis (SIGMA-ALDRICl:i. CHEMICAL CO. 

Mi.USA)) 

Luteolina (SIGMA-ALDRICH CHEMÍCAL CO. Mi.USA) 

Marcador de bases nitrogenadas (INVITROGEN Llf~Teclim>iogies. Ca. USA.) 

Marcador de peso molecular (Santa cruz Biotecllnology;cá:.üsAi'sc:2361) 

Medio de cultivo Eagle modificado por Dul:Íe~dC>(INYÍTR,OG,ÉNÚte i~C::l1~ologies. 
Ca. USA.) · · ,. \/ <~ ,•¡>§' ,,. :e~>'.;:. i 

Medio de cultivo de Hanks (INVITROGENLifeTe~hn0'1ogies''.):5a5 l.JsA~) 
. . .-., "· -:_ :· ·,,.", >>' .'< ·:,·~·,,·-·, '~, .'"!. <·_'·· ... , 

Membrana de nitrocelulosa (Bio-rad Laboratorios, lnc: Ca. USA:),·· 

Nonident P-40 (SIGMA-ALDRIÓHC:Í:-i'E~ÚC:ALÓo:r;,,,:JsÁ);~;:r.· ' 

Oligos de COX-2 sense, anti-sense (INVITROGEN. LifeT~ch~ologies; Ca. USA.) 

Ortovanadato de sodio (SIGMA~ALDRICH CHEMICAL co: Mi.USA) 
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Paraformaldheldo (DIFCO Laboratories. Mi. USA) 

Persulfato de amonio (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. MWSA) 

Reactivos para RT-PCR (INVITROGEN Life Technologles. Ca. USA.) 

Resina sintética (SIGMA-ALDRICH CHEMICALCO:MWSA) 

Pi 32 
· (Amersham pharmacia blotech. Ca. USAÍ 

Proteína A sepharosa (SIGMA-ALDRICH CHl:Ml(JALCO, MI.USA) 

SB203580 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL.CO. Mi.USA) 

suero bovino fetal (INVITROGEN Life Te~hndlogi!",s:cá: lJSA.) 

Tiocinato de Guanidina (SIGMA-ALDRICH CHEMICALCO. Mi.USA) 

Trisma (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL co~ MÍ'. USA) . . 

Tripsina (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) 

Triton 100X (J.T. BAKER.NJ. USA) 

Tween (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. MI.USA) 
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10.3 Métodos. 

10.3.1 Cultivo de fibroblastos gingivales humanos (FGH): 

Los FGH se obtienen a partir de muestras de tejido de encfa de pacientes 

clfnicamente sanos, que acudieron a las clfnicas de fa Facultad de Odontologla. El 

tejido de colocó en medio de Hanks (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.). 

posteriormente se obtienen las células y se colocan en medio de Eagle modificado 

por Dulbecco (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.) adicionado con 10% de 

Suero Bovino Fetal (INVITROGEN Life Technologies. Ca. USA.) y 1% de 

antibiótico antimicótico (INVITROGEN Life Technologies.LA. USA.) y se colocan 

en la incubadora a una atmósfera de 5% de C02 y una temperatura de 37ºC 

10.3.2 Detección de la fosforilación de la fosfoprotelna p38 por medio de 

ensayos de Western Blot. 

Para caracterizar la fosforilación de p38 por el LPS en FGH se realizaron 

experimentos tipo dosis respuesta y curso temporal. Se sembraron los fibroblastos 

gingivales humanos en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia. 

Se dejaron 24 horas en DMEM libre de suero bovino fetal con 1% de antibiótico­

antimicótico (INVITROGEN Life Technologies.LA. USA.). Posteriormente se 

trataron con LPS (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) en DMEM 

adicionado con 2% de SBF a tiempos desde 5 minutos hasta 60 minutos; y dosis 

desde 0.1µg/ml hasta SOµg/ml, según se indica en cada pie de figura de los 

resultados. 

Al término de la incubación, se obtuvieron las células mediante una raspado con 

gendarme y se colocaron en buffer de fosfatos salino (NaCI; KCI; Na2HP04· 7H20; 

KH2P04,) adicionado con 1mM de ortovanadato de sodio (SIGMA-ALDRICH 

CHEMICAL CO. Mi.USA), las células se centrifugaron durante 5 minutos a 3500 

rpm a 4ºC y se resuspendieron en buffer de lisis (Tris-HCI 20mM, Triton 1%, NaCI 

137mM, _EDTA 2mM, Vanadato de sodio 1mM, Glicina 10% ). Posteriormente se 

sonicaron 30w por 30 segundos. 
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Se realizó la cuantificación de proteínas por el método de Lowry 30 • Se tomaron 

25µg/ml de la muestra para su hidrólisis por medio de jugo azul desnaturalizante 

para fosfoproteínas y su tratamiento térmico. Se realizó la electroforesis en gel de 

archilamida (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA). al 10% a 100V. La 

proteína se transfirió a una membrana de nitrocelulosa (Bio-rad Laboratorios, lnc. 

Ca. USA.) para la incubación del anticuerpo específico de la fosfoproteína p38 

(Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA). Se reveló mediante el Kit de 

quimioluminicencia (Santa cruz 8iotechnology.Ca.USA). 

Los experimentos se realizaron en cinco ocasiones por separado y se analizaron 

con el software Labworks. Los resultados se representaron como la media ± Error 

Standard y se interpretaron los resultados mediante la obtención de la T de 

Student. Se presenta un experimento representativo de cada cáso y su 

interpretación gráfica en base a la densidad óptica del por ciento del basal de la 

fosforilación . de la fosfoproteína p38, también presentamos el control de cada 

experimento con la proteína p38 en las mismas condiciones. 

10.3.3 · 1nhlblción de La Enzima NOS2 Vía p-38 por la. acción del lnhlbidor 

58203580 En Flbrob/astos Glngivates Humanos tratados ciiÍl LPS, mediante 

ensayo de Western Blot. 

Para mostrar la participación de p38 como una de las vías capaces de inducir la 

expresión de NOS2 en FGH por acción del LPS, y mostrar el efecto del inhibidor 

S8203580 específico para p38, se realizaron experimentos tipo dosis­

respuesta del inhibidor 58203580 (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA). 

Se cultivaron las células en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia, se 

ayunaron durante 24 horas con DMEM sin S8F adicionado con 1% de antibiótico 

antimicótico. Se preincubaron las células con el inhibidor S8203580 por 2 horas, a 

dosis desde o,5µM hasta 50µM, posteriormente se incubó el LPS (SIGMA­

ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) por 24 horas para mostrar la inducción de la 

enzima NOS2. Se agregó buffer de fosfato salino con ortovanadato de sodio y se 

rasparon las células con gendarme. Se centrifugaron las muestras por 1 O minutos 
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a 1 O,OOOrpm, se retiró el sobrenadante y se resuspendió la pastilla con 20µ1 de 

buffer de lisis, se sonicó la muestra 1 O segundos a 30A y se realizó la 

cuantificación de proteínas mediante el método de Lowry. Se tomaron 25µg de 

proteína para realizar la electroforesis en gel de acrilamida al 1 0%. Se transfirió el 

gel a una membrana de nitrocelulosa (Bio-rad Laboratorios, lnc. Ca. USA.) a 1 OOV. 

Para realizar el ensayo de Western Blot, se incubó el primer anticuerpo anti-NOS2 

(Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA) 

a una conéentraclón de 1 :3000 y un segundo anti-rabbit (1 :5000), para ser 

revelado mediante el Kit de quimioluminlcencia (Santa cruz Biotechnology. Ca. 
,, -· 

USA). Los experimentos. se realizaron en cinco ocasiones .. por. separado y se 

analizaron con• el softwáre Labworks. Los resultados se representaron corno la 

media ± Error st'andard y se Interpretaron los resultados mediante la obtención de 

la T de Student.:: Se presenta un experimento representativo de cada caso y su 

interpretación gráfica· en base a la densidad óptica del por ciento del basal de la 

inducción de NOS2'. 

10.3.4 lnhli;ición de La Enzima COX-2 Vía p-38 por la acción del lnhibidor 

5820358() En Fibroblastos Gingivales Humanos tratados con LPS, mediante 

ensayo de Western Blot. 

Se realizaron experimentos de tipo curso temporal para caracterizar la inducción 

de la enzima COX-2 en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS. Se 

cultivaron las células en cajas de 6 pozos hasta la semiconfluencia, se ayunaron 

durante 24 horas con DMEM (INVITROGEN Lile Technologies. Ca. USA.) sin 

SBF adicionado con 1% de antibiótico-antimicótico (INVITROGEN Lile 

Technologies. Ca. USA.). Se trataron las ~élulás con To µgtrlÍI de Lf:>s a diferentes 

tiempos, según se indica en cada pie d~'figu~B: ~ñ! 1b'~" r~~~lt~db'~l~JÚ té~;,1i~o de la . . . -- -· •: ; .: . · .. · ... .--,,,.-.- .... ,_ '' -

incubación se obtuvieron las células mediante. raspado '.;'.cori\genélárme y se 
• '<< ',,',,;•I•'''{'".' e•-: • ,•}_•, 

colocaron en buffer de tosfato salino. Las muestras s!:\C::eriiritugáron y se 

resuspendieron en buffer de lisis. Posteriormente.s~.sonl~arC>n,a 3ow por 30 

segundos. Se realizó la cuantificación de proteína~· .,:,edia~t~ ~I rnétodo de 
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Bradford 31
, se tomaron 25µg/ml de cada muestra y se realizó la. electroforesis. 

Posteriormente se realizó la transferencia a membranas de nitrocelulosa para la 

incubación del anticuerpo específico anti-COX-2 (3:5000) y anti-goal (1 :5000). Se 

reveló mediante el Kit de quimloluminicencia (Santa Cruz Biotechnology, Santa 

Cruz California Ca, USA). Se presenta un experimento representativo de cinco 

repeticiones por separado, las muestras se analizaron con el sistema de cómputo 

Digi doc y las gráficas se expresan como la media ± error estándar. 

Posteriormente se hizo un análisis estadístico tipo t-de Student y se obtuvo la 

diferencia de cada variable con respecto al control. 

Una vez cáract~ri~ada la inducción de COX-2 mediante los resultados obtenidos 

del cursc:i t~mp~ral, ~~> r~.alizaro~ ensayos de western bici para mostrar la 

particlpació~ cie pS8 bon'.io .:./ria dé las vías de transducción capaces de Inducir la 

enzima c6x~2: ~~) FGH. ••.Una vez obtenido el cultivo celular hasta la 

semlcorífluencla .Y pbslerior al ayunó de 24 horas en DMEM sin SBF adicionado 

con 1% de. antibióticd~a~timicóÚco; se preincubó el inhibidor SB203580 (5µM) 

(SIGMA-AL[)RICH·_c:;HEMICAL CO. Mi. USA) por 2 horas, posteriormente se 

incubó · el LPS por 4 horas. Al término de la incubación se obtuvieron las células 

por raspado co~ ~~ndarme y se colocaron en buffer de fosfato salino. Las 

muestras se centrifugaron y_se :resuspendieron en buffer de lisis. Posteriormente 

se sonicaronlas'inuestras a 30W por30 segundos. Se realizó la cuantificación de 

proteínas mediante .el método. de. Bradford .31
, se tomaron 25µg/ml de cada 

muestra y se realizó la electrof~resis. · Posteriormente se transfirieron a 

membranas de nitrocelulosa . (Bio~;ad . Laboratorios, lnc. Ca. USA.) para la 

incubación del anticuerpo específico _anti~COX-2 (3:5000) y anti-goal (1 :5000) 

(Santa Cruz Biotechnology, ca: ,'.USf\). Se revelo mediante. el, Kit de 

quimioluminicencia (Santa Cruz Biotechnology, Ca. USA). Se presenta un 

experimento representativo. 
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10.3.5 Inhibición de La Enzima COX-2 Vía p-38 por la acción del lnhlbldor 

58203580 En Fibroblastos Glnglvales Humanos tratados con LPS, mediante 

extracción de mRNA y reacción de RT-PCR. 

Otro procedimiento utilizado para observar la inhibición de COX-2 por el inhibidor 

S8203580 en fibroblastos gingivales humanos tratados con LPS fue por medio de 

la extracción de mRNA y la reacción de RT-PCR. 

Se cultivaron las células hasta la semiconfluencia, posteriormente se ayunaron 

durante 24 horas en DMEM sin S8F adicionado · con .. 1 % de antibiótico­

antimicótico, al término se incubaron en DMEM al 2% de SBF adicionado' con 1 % 
. ,:o.· ';-,· o'< ,_ 

de anlibiótico-antimicótico y se estimularcmlas célúlas con el lipopolisacárido y en 

otras condiciones las células sepreincúbáron con el inhibidor S8203580 (5µM) por 

2 horas y posteriormente se trataron eliipopolisacárldo (1 O µg/ml) por 4 h~ras: Al 

término del tratamiento se realizó la extracción de mRNA según:el ~ét~é:to de 

Chomczynski y Sacchi n, la muestra se resuspendió en águ~ t;~t~da con 

dietilpirocarbonato 1 %, las muestras se cuantificaron a 260 y 280,· s~ obt~vo la 
-- - -- .,,_- -_.". 

relación 260/280. Para corroborar la integridad. del , mRNÁ, . las,múestras se 

separen en gel de azarosa 1 % en. presencia" deform~ldehído y>s~ uf.aron con 

bromuro de etidio para su visualización en luz uv en gel de azarosa:· 
- --·· - ~ ""'· -~ -- .· 

Se preparó la reacción de RT-pCR de~cuerdoa:la.especiflc~?ióndel kit one-step 

(INVITROGEN Lile Technologi~~- Ca;;LJsA:). 1C>~ p~¡n;~;¡:P~;~ COX-2 fueron. 

sense: 5'· TTC AAA TGA GAT TGT dciG AAA ATI.GCT~3;, ~ntÍse~se: 5'- AGA 

TCA TCT CTG CCT GAG TAT CTI-3;;q'~~·~~~frij¡'~;, ~bt~~~r un producto de 309 
- '· ···,· - -'•'· ;· .. ,- .-. . . . .. -

pb. Como control se utilizó GADPH . (gliceraldheido 3~)osfá.to deshidrogenasa) 

para el cual se usaron los primers s~ns~ S'J·cc'é:;TC AAG A Tr GTC AGC AAA-3', 

antisense 5'-AGA TCC ACA ACG GAT A(;Ac'\TI~S'.q~·e,~r<Jciuce~ un fragmento de 

506 pb del cDNA. La desnaturalización se 0

realizÓ.'a94°Cpor{ minuio; el primer 
.. , .. ,.·"·" -."· .. . · .. -·z - . . , - . 

alineamiento a 55ªC por 1 minuto.y'laie:xtenslóll a.i2°Cpor 1.5n1inutos ( 35 
ciclos) usando 1µg del mRNA total;' , ·. ·'·. . . . . 

Los productos obtenidos. se separ.:i'ron ~ri .un ~~I de, agarosa ,(SIGMA·ALDRICH 

CHEMICAL CO. Mi.USA) al 1% y s~ tirl~ron co~ brornu~o d~ etidio para su 
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visualización en luz U.V. Se presenta un experimento representativo de cinco 

repeticiones por separado, las muestras se analizaron con el sistema de cómputo 

Digl doc y las gráficas se expresan como la media ± error estándar. 

Posteriormente se hizo un análisis estadístico tipo t-de Student y se obtuvo la 

diferencia de cada variable con respecto al control. 

10.3.6 Detección de la fosfarllaclón In vivo de p38 mediante e 

lnmunopreclpltaclón. 

Otro medio utilizado para mostrar la fosforilación de p38 fue por medio 

fosforilación in vivo mediante ensayos de inmunopreclpitación. 

Para la fosforilación in vivo, se colocaron los fibroblastos gingivales humanos en 

cajas de 6 pozos hasta la semlconfluencla. Posteriormen.te se dejaron en DMEM 

libre de SBF por 24 horas y en DMEM libre de fosfatos por 1 hora. Las células se 

marcaron con 625µCI de [32Pi) (Amersham pharmaciablotecll; Ca. USA) durante 

3 hrs. Se trataron las células con LPS en DMEM al 2o/.; de SBF, a diferentes 

tiempos déscÍe;S minutos hasta 60 minutos. Se rasparán las células con gendarme 

y se lavarcm ~OOµI de Buffer de fosfato salino + 1 mM de ort.ovanadato de sodio. 

Se centrifugaron · las muestras a 1 o,ooorpm por 1 ó minutos, se retiró el 

sobrenadánte y se resuspendió la pastilla en RIPA (1 %Norident P-40, · 1 % 

desoxicolató.de sodio, 0.1% SOS, 0.15M NaCI, ·o.01M Fosfato de sodio, 2mM 

EDTA, · 50niM fluoruro de sodio, 0.2mM Ortovanadato. de sodio). Se sonlcaron las 

muestras 1 O segundos a 30 A. Se centrifugaron las muestras 10 minutos a 12,000 

rpm, s'e recuperó el sobrenadante y se incubó la pastilla en agitación toda la noche 

con 5µ1 de anticuerpo anti-p38 y 50µ1 de proteína A sepharosa (SIGMA-ALDRICH 

CHEMICAL CO. Mi .USA) a 4ºC. Posteriormente se centrifugaron las muestras a 

12,000rpm. por 1 O minutos, se retiró el sobrenadante y se lavó la pastilla en tres 

ocasiones con buffer de lavado (1 M tris-HCI pH7.4, O.SM NaCI; 1 % nonidet P-40). 

Se adicionó a la pastilla jugo azul desnaturalizante ·y se hirvieron 5 minutos a 

1 OOºC. Se realizó la electroforesis en geles de acrilamlda (SIGMA-ALDRICH 

CHEMICAL CO. Mi.USA) al 10%, se secaron los geles mediante técnica de vacío 

y se dejaron en exposición durante 24 horas. 
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10.3.5 MICROSCOPIA CONFOCAL DE pp:38 y p38 MEDIANTE ENSAYO DE 

INMUNOHISTOQUÍMICA. 

Para observar la inducción de p38 y pp38 en FGH por el tratamiento con LPS se 

realizaron ensayos de inmunohistoqulmica: para observar las muestras en el 

microscopio confocal Nikkon. , -·.;. , 

Se cultivaron las células en cajas 'd~ 48, P():ZOS en donde previamente, se colocó 

una lenteja de vidrio prevÍaménte cortada estéril. Las células fueron cultivadas en 

DMEM adicionado con 10% de SBF y'1o/~ d~ antibióilco-antimicótk:o, hasia la 

semiconfluencia. Se ~yÍmarC>n 'du~ante 30 minutos, en DMEM Hbr~ ele SBF. Se 

realizó el tratamiento de la~ dél¿la~ pór 15 minutos con 1 Oµg/ml de L.F's en DMEM 
adlcionado·c~n'2o/~'cieSBFy 1o/~ dE! aniiblóUco-antimicótico. sE! reú~iJ ~Í rn'3ciio y 

se colocare~ J boÜr ~~ paratorm~idheldo al 2% por , 30 ~l_n¿tcis ~ 4°c. 
Posteriormente se realizaron 3 lavados con buffer de fosfato ,salino estéril y: se 

< •• - .__.,, .,- ~·-· .... -- •• • -

colocaron 50µ1 de triton 1 OOX al 0.1 % por 5 minutos a 4 ªC. Se realizaron 3 lavados 

con buffer de fostato salino y se colocaron 5µ1 del ariucuerpo ant1~psayant1-pp3a, 
y se dejaron en incubación durante 30 minutos a una ternpe;~tu~~ cl~-4~c. Se 

hicieron 2 lavados con buffer de fosfato salino y. se col~có ~I s'egundo anticuerpo 

acoplado a fiuoresceína (5µ1) para p38 y rodamlna para p-p38 (5 pi), el cual se 

dejó en incubación durante 30 minutos a4ªf. Se hicieron cinco lavados con buffer 

de fosfato salino y se retiró la lenteja con elcultivo celular. Se colocó una gota de 

resina en un portaobjetos y se colocó la lenteja. Se cubrieron las muestras con 

papel aluminio y fueron mantenidas a una temperatura de 4ªC. Se observaron las 

muestras en el microscopio confocal con el objetivo 1 OX y se obtuvieron los 

resultados mediante el software cas40. 
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11. ANALISIS DE DATOS Y MÉTODOS ESTADÍSTICOS 

Los experimentos se realizaron por 5 ocasiones por separado. Se realizaron 

ensayos de Western blot, fosforilación in vivo por Pi32 e inmunoprecipitación, 

aislamiento de mRNA y reacción de RT-PCR; y ensayos de inmunohistoqufmlca 

para ser observadas las muestras al microscopio confocal. .. 

Los resultados obtenidos se analizaron por. m~dio del software Labworks del cual 

se obtuvo la densidad óptica. Se obtuvo el prc:iríí'~dio de los cinco exp~ri.,:;entos y 

se compararon con el control de cada caso, el cu~l .~El t6~6,.co1Tlo ~¡ 160% del 

basal, sobre estos datos se obtuvo .el análisis~:'g~~fico'.yse rríuéstra en IÓs 

resultados un experimento representativo'yE!1"an'áíisls;\íráti~o':d~Lt~ta"1 c:Í~. los 5 

casos. 

Posteriormente se hizo un análisis esÍadfstlco tipo t~d~·Stud~~; y 'se obtuvo la 

diferencia de cada variable con respecto al control. 
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12.RESULTADOS. 

12.1 CURSO TEMPORAL DE LA FOSFORILACIÓN DE p-38 POR LA ACCION DE 

LIPOPOLISACÁRIDOS EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS. 

Para caracterizar la fosforilación de p-38 se realizaron experimentos de tipo curso­

temporal con una dosis de LPS de 10 µg/ml (SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. 

MI.USA), utilizando tiempos desde 5 minutos hasta 60 minutos. Observándose la 

fosforilación de p-38 con un peso molecular de 38 kDa, desde los 5 minutos de 

tratamiento (Fig 1 A), la mayor inducción se produce a los 15 minutos de tratamiento, y 

comienza a descender la fosforilaclón a los 30 minutos (Fig 1 B). La fosforilación se 

detectó por medio de ensayos de Western Blot con el anticuerpo anti-pp-38 policlonal 

(3:5000) y anti-mouse (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA). Las membranas se 

desnudaron y se incubaron con el anticuerpo anti p-38 como control, con la finalidad de 

demostrar que los cambios observados se deblan a la fosforilación y no a una diferencia 

en la concentración de protelnas. 

LPS (10119/ml) 

A 

·~- •.. ;•~•.-•ni _.:,_ ··q¡¡\ - 3aKoa 

-
o 5' 10' 15' 

~l:(\-_·· 
o 5 10 15 30 60 

Tiempo (minutos) 

- 38KDa 

30' 60' 

B 

Figura 1. Curso Temporal de la fosfortlación de pp38 y p38 en en ftbroblastos glngtvalles humanos tratados con 
LPS. 
A. Las células se trataron con 10 µglml de LPS a dderenles tiempos al ténnlno de la reac:ciOn las muestras se procesaron 
para su anélisls mediante Western Blot. 
B. Anélists gréfico del curso temporal del tratamiento de Upopoli.sactll'ido en fibroblastos gingivales humanos sobre la 
fosforilaclOn de pp38. El control O se tomó como eJ 100% del basal en base a su donskiad Optk:a obtenida con el software 
de Labworks. Los experimentos so realizaron al menos cinco ocasiones so analizó la media± E.S *p0.05 
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12.2. DOSIS RESPUESTA DE LA INDUCCIÓN DE pp-38 EN FGH 

ESTIMULADOS CON LPS. 

Para caracterizar la fosforilación de p-38 a diferentes dosis con un tiempo de 5 

minutos de tratamiento. Se utilizaron dosis desde 0.1 µg/ml hasta 50µg/ml, 

observándose la fosforilación de p38 desde una dosis de 0.1 µg/ml (Fig 2A), y una 

mayor inducción con una dosis de 1 O µg/ml que continua hasta los 50ug/ml (Fig 

28). Para esto se realizaron ensayos de Western Blot utilizando anticuerpos 

especificas anti-pp38 policlonal (3:5000) y anti-mouse (1 :5000). 

A 

- 38KDa 

~---- - 38KDa 

LPS (µg/ml) o 0.1 10 50 

B 

LPS(pg/ml) 

Figura 2. OosJs respuesta de la fosfortlac:ión de pp38 y p38 on FGH tratados con LPS. 
A. Las c~ulas se trstaron con dosis desde O. 1 µg/ml hasta SO.,.ghnl durante 5 minutos y se procesaron las muestras para 
análisis de Western Blot. 
B. AnAlisis gráf"ICO del experimento dosis respuesta del tratamiento de lipopofisacárido en fb'oblastos gtngtva5es humanos 
sobre la fosforilaclOn de pp38. El control (O) se tomo como el 100% del basal en base a la densidad 6Ptica de la banda 
oblenida por el software Labworks. Los val<M"es son la media de al menos 5 determinaciones± E.S. • p< 0.05 
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12.3. INHIBICION DE LA INDUCCIÓN DE LA ENZIMA iNOS POR SB203580 EN 

FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS ESTIMULADOS POR LPS. 

Experimento tipo dosis respuesta para observar la inhibición de la enzima iNOS 

por el inhibidor 88203580 de p38 en FGH. Se preincubó el inhibidor 58203580 

(SIGMA-ALDRICH CHEMICAL CO. Mi.USA) a diferentes dosis como se observa 

en la figura 3 A. Posteriormente se colocó LPS a una dosis de 10µg/ml a un 

tiempo de 24 horas. Se utilizaron anticuerpos anti- NOS2 (1 :3000) y anti-rabbit 

(1:5000)(Santa Cruz 8iotechnology, Ca, USA). Se observó que la enzima NOS2 

es inducida por el LPS vía p38 y que su efecto disminuye hasta ser inhibida 

totalmente con el inhibidor 58203580, con dosis desde 0.5µM hasta 50 µM. 

LPS(11glml) 
58203580 (l'M O 

600 

+ 
o 

+ 
0.5 

+ 

500 

~Un o __ ó_~ 
LPS 
SB2035llO , .... , o o 0.5 5 

+ 
5 

--.-T-.~. 

50 

Figura 3. Efecto del pr....._..iento con SBZ035ml 901we NOS2 en FGH ~con LPS. 

+ 
50 

A 

B 

A. PrcincubactOn con 58203580 a dlerentes dosis dlm"iSlte 2 horas y posterior tratamienlo con LPS 10 ¡Jg/ml pc:w 24 horas. 
postertonnente ae procesaron las muestras para anaUsls de Western Bk>t.. 
B. AnMisis grMICO del efecto del pretratmniento con 58203580 S<lbre NOS2 en FGH tratados con LPS. 
El control (O) se tomo como e1100% del basal en base a la densidad Oplica de la banda obtenida por el software Labworks. 
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12.4. CURSO TEMPORAL DE LA INDUCCIÓN DE LA ENZIMA COX-2 EN 

FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS ESTIMULADOS POR LPS. 

Experimento tipo curso temporal para caracterizar la inducción de la enzima COX-

2 en FGH al ser tratados con LPS (1 Oµglml) a tiempos desde 2 hasta 24 horas. 

Observamos la inducción de COX-2 desde las 2 horas de incubación y una mayor 

inducción a las 16 horas (Fig 4 A). La inducción de COX-2 se detectó por medio de 

ensayos de Western Blot con el anticuerpo anti-COX-2 policlonal (3:5000) y anti­

goat (1:5000) (Santa Cruz Biotechnology, Ca, USA). 

A 

B2KDa 

LPS (10µg/ml) o 2 4 8 16 24 Horas 

B 
~ 

450 

>< 400 
O-
u :X 350 
~ .a 
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~~ :zoo 
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o 
o 2 4 8 16 24 

Tiempo (horas) 

Figura 4. Curso Temporal de la Inducción de COX·2 en fibroblastos glngivales humanos tratados con LPS. 
A. Los Células se trataron con 10 µg/ml de LPS a drferentes bempos al término de la reacción las muestras se procesaron 
para su anéltsts mediante Western Blot. 
8. Anélisis gréHco del curso temporal del tratamiento de lipopolisacérido en fibroblastos gingivates humanos sobre la 
mducciOn de COX-2. El control O se tomó como el 100% det basal en base a su densidad óptica obtenida con el software de 
Labworks. Los experimentos so realizaron al monos cinco ocasiones se analizó la media± E.S •p0.05 

TESIS CON 
FALL.A f'T." :-., .. .. '-J 

"-------·-----·- .. - 70 



12.5 INHIBICIÓN DE LA INDUCCIÓN DE LA ENZIMA COX-2 POR SB203580 

EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS ESTIMULADOS POR LPS. 

Para observar la participación de p38 sobre la inducción de COX-2 se preincubo el 

inhibidor 58203580 (5 µM) por dos horas. Posteriormente se colocó el LP5 a una 

dosis de 10µg/ml por un tiempo de 4 horas. Se realizó el ensayo de Western Blot 

usando anticuerpos anti- COX2 (3:5000) y anti-goat (1 :5000). Se observó que la 

enzima COX2 es inducida por el LPS vía p38 y que su efecto disminuye hasta ser 

inhibida parcialmente con el inhibidor 58203580, con una dosis de 50 µM. (Figura 

5A). 

LPS (10µg/ml) 
58203560 (SµM) 

500 

~~l!;( ' f~H ~ -

~ I ,,._, .... ,,.., ~ 

+ + 
+ 

O-'---<:::::=i..~~-'-~-'-.~~-L~-1.---' 

LPS (10µglm) 
SB203580 (SµM) 

~ 82KDa 

Figura 5. Efecto del pretratamlento con SB2035BO sobre COX·2 en FGH tratados con LPS. 

A 

B 

A, Prelncubación con 56203580 5µM durante 2 horas y posterior tratamiento con LPS 10 µgtml por 4 horas. Se procesaron 
las muestras para análisis do Western Blot. 
B. Análisis gráfico del efecto del pretratamlonlo con 58203580 sobre COX·2 en FGH lralados con LPS. 
El control (O) se tomó como el 1 00% del basal en base a la densidad óptica de la banda obtenida por el software Labworks. 
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12.6 EFECTO DEL INHIBIDOR SB203580 EN LA INDUCCIÓN DE COX-2 EN 
FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS TRATADOS CON LPS, MEDIANTE 
AISLAMIENTO DE m RNA y RT-PCR. 

Otra técnica usada par observar el efecto del inhibidor $8203580 sobre la 

inducción de la enzima COX-2 en Fibroblastos gingivales humanos tratados con 

LPS, fue mediante aislamiento de mRNA y la reacción de RT-PCR. 

Se realizó la caracterización de COX-2 mediante un curso temporal con LPS 

1 Oµg/ml, se ai9' el mRNA y se realizó la reacción de RT -PCR. Se obtuvo el 

producto cDNA de 309pb. (Figura 6 A). 

Posteriormente se preincubó el inhibidor $8203580 (SµM) durante 2 horas, 

posteriormente se colocó el LPS (10µg/ml), posteriormente se realizó la extracción 

de mRNA y se obtuvo el cDNA mediante la técnica de RT-PCR. Se utilizó como 

control GADPH de 506pb. ( Figura 6 B). 

LPS (101Jg/ml) o 

LPS (101Jg/ml) 
58203580 (51JM) 
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GADPH B - 506Pb 
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Figura &. Efecto <191 pntratmniiMllo con 80203580 eobnt cox.2 en FGH u.tmtoa con LPS. 
A. Curso temporal de COX·2 con LPS 10 IJ9/ml. se reaMzó aislamiento de mRNA y se obtuvo el cONA mediante la reacción 
deRT-PCR. 
B. PreincubaciOn con 58203580 SpM dunlnte 2 horas y posterior tratamierdo con LPS 10 pglml por 4 hora. So prcasaron 
tas muestras para anMisis de &a reacciOn RT-PCR. 
c. Anc\lisis graneo del efec&o de4 pretratamienlo con SB203580 sobre COX·2 en FGH tratados con LPS. 
El control (0) se 10016 como el 100% del basal en base a ta densidad Optica de la banda obtenida por el software Labwofks. 

12.7 FOSFORILACIÓN IN VIVO DE p38 POR LPS EN FIBROBLASTOS 
GINGIVALES HUMANOS. 

Se realizó un experimento tipo curso temporal para observar la inducción de p38 

por LPS en FGH por medio de la fosfortlación in vivo y ensayos de 

inmunoprecipitación, usando 625 µCi de [32Pi). Se realizó a tiempos desde 5 

minutos hasta 60 minutos con una dosis de LPS de 10µg/ml, se utilizó el 

anticuerpo policlonal anti-p38 (5µ1). Se observó la fosfortlación de p38 desde los 5 

minutos de tratamiento hasta los 60 minutos. 

T-11pomin 
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Figura 7. Curso temporal de la fosforllaclón In vivo sobre p38 en FGH tratados con LPS. 
A. Las mueslras obtenidas se procesaron para et ensayo de lnmunopf'ecipitaclOn. 
B. AnAlísis gréfico del efecto de la fosforllacl6n In vivo sobre p38 en FGH tratados con LPS a diferentes 
tiempos. 
El tiempo O se tom6 como el 100% del basal en base a la densidad óptica obtenida por el software Labswork. • 
Los resultados son la media± ES • p <O.OS 

12.8 EFECTO DEL INHIBIDOR 58203580 EN LA FOSFORILACIÓN IN VIVO DE 
p38 POR LPS EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS. 

Para observar el efecto inhibitorio de 58203580 las células se preincubaron con 

58203580 (5µM) y 625 µCi de [32Pi] por 2 horas las células se lavaron y 

posteriormente se incubaron con el LP5 (1 µg/ml) durante 1 O minutos. Se utilizó el 

anticuerpo anti-p38. Se observa que p38 está presente en la célula en el control y 

se induce en presencia del LPS, también se observa su inhibición con el inhibidor 

S8203580 (5 A y 5 8). 
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Figura s. Efecto del protatamlento con 58203580 aobre la fosforllaclón In vivo sobre p38 en FGH tratadas con LPS. 
A. Las muestras se procesaron para el ensayo de lnmunopreclpltaclón posterior al pretratamlento con 58203580 5 µM por 2 
horas y 5 min con LPS (1µg/ml}. 
B. Gráfico del efecto del pretratamiento con 58203580 sobre la fosforilación In vivo sobre p38 en FGH tratados con LPS, El 
control se tomó como el 100% del basal de acuerdo a la densidad óptica obtenida por el software Labsworl<. Los resultados son 
la media ± ES • p < 0.05 

12.9 EFECTO DEL INHIBIDOR 58203580 EN LA FOSFORILACIÓN IN VIVO 
DE p38 POR LPS EN FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS 
IMAGEN DE p38 y pp38 EN MICROSCOPIO CONFOCAL MEDIANTE 
INMUNOHISTOQUIMICA 

Se han publicado algunos reportes que señalan que las proteínas de la vía de la 

MAP quinasa una vez que son fosforiladas se translocan al núcleo en donde son 

desfosforiladas por fosfatasas nucleares, por este motivo decidimos estudiar si el 

tratamiento con el LPS induce la translocación de p-38. Por lo que se realizaron 

ensayos de inmunohistoqufmica para observar la localización de p38 y pp38 en 

fibroblastos gingivales humanos con y sin el tratamiento con LPS. La observación 

se realizó mediante microscopia confocal. En la_ figura 6 A se observa que p38 se 

localiza en el citoplasma celular del FGH, se utilizó el anticuerpo anti-p38 (1 :201) 

preincubado por 30 minutos a 4ºC y el .:anticuerpo anti-ratón acoplado a 

fluorescefna (1 :20). En la figura 6 B se observa p38 con el tratamiento del LPS a 

un tiempo de 1 O minutos y una dosis -de'_,1 Oµg/ml, sin embargo no se obser1an 

cambios significativos que indique~:1~'tr~~slocación al núcleo. 

En la figura 6 C se observa ppSS en el citoplasma del FGH previo al tratamiento 

con LPS, se utilizó el anticuerpo anti-pp38 (1 :20) incubado por 30 minutos a 4ºC y 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

75 



el anticuerpo anti-ratón acoplado a rodamina (1 :20). En la figura 6 D se observa 

pp38 con el tratamiento de LPS a una dosis de 1 Oµg/ml a un tiempo de 15 

minutos. No se observan cambios significativos que indiquen la translocaclón al 

núcleo. 

'·-"'- B· 

.- r:/·í -, ,. -
' 

/ 

Flg 9, Microscopia confocal de p3B y pp38 
A. So roahzo el cultivo do FGH hasta la sem1confluenc1a y so procesaron las c&lulas para ensayo do 
inmunohis1oquím1ca. So rncubo ol anllcuorpo ant1·p38 (5µ1) y fluoresceina (5 µI) 
B. Se incubaron las cólulas con 1 Oµg/ml de LPS por 15 minutos, se colocaron los anticuerpos para p38 , se procesó 
la muestra para ensayo do inmunoh1sloquim1ca y so Observo al microscop10 confocal con el objolivo 10X, 
C. Se realizó el cuU1vo do FGH hasta la somiconlluencia. so procesaron las muestras para ensayo do 
1mnunoh1stoqu11rnca y so incubo el anllcuurµo unh·PP38{!:>µ1) y rodamma (!I µI) 
O. So incubaron ras células con 10µg/ml de LPS por 15 mmutos, se colocaron los anhcuorpos para pp38, se procesó 
la muestro para ensayo o inmunohisloquimica y so observó al microscopio confocal con el objetivo 10X. 
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13. DISCUSION 

La enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio de etiologla diversa pero 

entre los factores qüe desencadenan la enfermedad se encuentra la interacción 

con microorganismos Gram ~egativos .. 32·42·43·50·51 · El lipopolisacárido presente en 

la membrana externa de estos microorganismos es el principal factor de virulencia, 

numerosos estudios refieren que promueve la slntesis de citocinas inflamatorias 

como IL-1 p, IL-6 y TNFa, está ocurre por la estimulación de células 'i::omo 

macrófagos, neutrófilos; linfocitos y fibroblastos gingivales que tienen una amplia 

participación en la cicatrización y ~n la remodelación del: tejido conectivo del 

periodonto.ª·23,2432.51 

Para que el LPS desenca.dene. esta respuesta en el huésped es necesaria la 

interacción de esta molécu1a·~on un complejo receptor que se encuentra.en la 

membrana citoplásmica de- células de defensa del huésped como monocitos y 
'. ,- -. - "' 

macrófagos, asl como en los fibroblastos gingivales humanos. Este receptor está 

formado por una • pr~telna identificada como CD14 que se• encuentr~ >e~ la 

superficie· de ra' ~ernbrana · citoplásmica y carece_ de región transmembranal, de 

CD14 existen dos formas una soluble que se encuentra en células epiteliales y 

una membrana! que se asocia con células mieloides, estudi~s he~ho~ con 

anterioridad refieren que los fibroblastos gingivales humanos_ presentan la· forma 

membranal32
, sin embargo otros autores mencionan que los fibroblastos gil'lgivales 

humanos presentan la forma CD14s.38 

En este complejo también participa un receptor TLR, se han ide.ntificado hasta la 

fecha 10 tipos en mamlferos, cada uno es especifico para un sustrato, en el caso 

del LPS es reconocido por el receptor TLR4, aunque. al¿~~Ó~aut~res mencionan 

que TLR2 puede estar involucrado en el reconocimiento, aunque tiene menor 

afinidad por el LPS a comparación con TLR4; :_en e~te complejo también se 

encuentran la protelna MD2 y la porción Tell del receptor MyD88, asl como TRAF6 

para activar la ruta de NFKB. 3s.39.41-45,so,51. 

La unión del complejo receptor al LPS desencadena una cascada de rutas de 

señalización que terminan con la producción de citocinas inflamatorias, y factores 

de crecimiento que son liberados por la célula como un mecanismo de defensa 
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contra el ataque bacteriano. Esto involucra .la participación de sistemas de 

transducción celular, como la quinasa p38 que se encuentra presente en los 

fibroblastos gingivales humanos. p38 es u.na proteína que se ha encontrado y se 

ha caracterizado en muchas líneas celúlares -como monocitos, macrófagos, 

linfocitos y plaquetas, sin embargo poco se sabe de sU comportamiento en células 

como los fibroblastos, y mucho menos en fibroblastos gingivales humanos. Esta 

quinasa forma parte de una familia que actualmente se encuentra como objeto de 

estudio de muchos investigadores. Forma parte del sistema de las MAP quinasas 

que principalmente está integrada por tres miembros ERK o quinasa regulada 

extracelularmente, JNK o quinasa amino-terminal reguladora del factor c-jun y 

p38. Cada una de estas quinasas es activada por diversos factores, ERK es 

activada principalmente por factores de crecimiento y algunas citocinas, mientras 

que p38 y JNK son activadas por citocinas inflamatorias o situaciones que generen 

estrés celular. La importancia de las MAPK radica en que intervienen en muchas 

respuestas celulares, como la expresión de genes, el movimiento celular, la 

mitosis, el metabolismo y la apoptosis, esto mediante la regulación de un sustrato 

que puede ser otra quinasa, un factor de transcripción o proteínas del 

citoesqueleto· 48
•
57

•
58 

Estas quinasas se caracterizan por poseer dominios de fosforilación formados por 

extremos tipo tirosina-X- treonina, el aminoácido X es el que caracteriza a cada 

quinasa, p38 posee el aminoácido glicina. La fosforilación de estos dominios que 

activa a p38 se lleva a cabo por medio de otras qulnasas conocidas como MAPKK 

o quinasa que activa MAPK que a su vez es fosforilada por otra MAPKKK. Para 

p38 se han definido hasta el momento dos MAPKK que son MKK3 y MKK6, otros 

autores mencionan que MKK4 también puede ser una de las MAPKK de p38. La 

fosforilación ocurre de forma covalente · en cada dominio. 

El mecanismo de acción de cada una .de estas MAPK no se conoce con exactitud, 

los estudios realizados.con anteriorida.d Indican que estas quinasas son capaces 

de fosforilar otras quinasas que se encuentran debajo de su vía, o que se 

translocan al núcleo celuÍar, se_ ha demostrado que ERK puede translocarse al 

núcleo al ser Inducida y ahí fosforilar muchos factores de transcripción, de JNK y 
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p38 se llenen menos estudios, sin embargo algunos autores mencionan que JNK 

también se transloca al núcleo donde regula factores como c-juri, ATF-2 (factor 

de transcripción 2) y Elk-1. Por su parte e~tos'mismos 'élt:itC>resme~clonan que p38 

también se dirige al núcleo en dónde fosforila fa·C:~ora~· C:omo ATF-2 y ELK-1 entre 

otros, sin embargo poco se sab,ed~·la forma en taque ocurre 'aste proceso y la 

regulación de 1a 1ocalización de estas qlliriasas.''Nó5~t'ros re~1izamos ensayos de 

inmunohistoquímica p38 y p~~38 e'ri ·FGH ~stiili'Úi~C!~~\O,~ Lf"S y rio encontramos 

diferencias notorias que nos indiquen~~''.ír'as1'Cícación c:le psa y ppsa á1 núcleo, sin 
. .- ·.-,,-,,· :'">'-""''',--_ ','.';:/._ ... -,;,,, .. __ ,_,. --· 

embargo se realizarán ensayos "de 'westerl1\blo1': de"ª. fracción citoplásmica y 

nuclear del FGH tratados con l.f's p~r~ 6orr06C>;~re~te etectÓ.59
•
63 

Se han descrito cuafro isotermas de p38 cjue 'son a,~;y y l>,la for.ma a tíél sido la 

más estudiada y se cree que tiene uri nlayo{~~aci~}cie"sensibilid'ad al inhibidór 

S8203S80, por lo que podríamos pensar qu~ 1él i~Ótó;;.;,a pre~eni~ en l~s FGH es 

la forma a, sin embargo para corroborar este' eté'ctó' se realizaréll1 estudios con 
" • '.;-_, •_ - ,•, _• • '• ,'• - • ' ' • • • ., ., • • • ~ .,, ••e ,• < -

ollgonucléotidos antisentldo. 

Por otro lado los estudios realizados cori anteriC>~idad. s~bre p38 mlJestran que 

esta qui nasa tiene una amplia participaCiÓn :;;n la ~e~puesta inflamatdriél y en la 

respuesta inmune innata, se le atribuyen la iosforiláción de ótras quin'<\;a~-6omo 
MAPKAP (MK2 y MK3) a t~avés de la cual produce TNFa. También acÍi~a télctc:ires 

de transcripción como AP-1 y NF-KB que generan genes que codifican pa'ra,NOS2, 

COX-2, KGK-1, IL-1, IL-6, IL-12, ICAM-1, entre otras moléculas in~olucrada~ en la 

patogenia de la enfermedad periodontal. 32
•
33

•
42

•
43

•
50

•
51

• 

En este trabajo encontramos que la fosforilación de p38 fosforilada inicia a partir 

de los S minutos de tratamiento con el LPS, observándose su mayor grado de 

fosforilación a los 1 S minutos de tratamiento con una diferencia significativa (< 

O.OS) con un 90% de confiabilidad en base al porciento del basal, y comienza a 

declinar su fosforilación aunque sigue observándose hasta los 60 minutos de 

tratamiento. 

También se observó el grado de fosforilación de p38 fosforilada a diferentes dosis 

de tratamiento de LJ:>S, _encontramos que p38 fosforilada se estimula con dosis 

desde 0.1 µg/ml de LPS y se observa una diferencia significativa ( < O.OS) con una 
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dosis de 1 Oµg/ml en base al porciento del basal. 

Para determinar .la participación ·de p38 en la inducción de la enzima NOS2 

utilizamos el lnhibidor SB2035BO, el cual se preincubÓ. por 2 hor8.s a .dosis de 

0.5µM hasta 50 ÍJM, pÓst~rio~mente se iealizó el tratamiento con LPS a un 

tiempo de 24 horas, 61J5e'.Vairi6s que Ell LPS.Í~duce la:e'nzin.\8. Nos2 y que el 
' • ' .;. i- ' .... - .~-. >- .. ·. . ,_ -.. '. ; ... ' 

inhibldor 58203580 Inhibe: la•expreslón . de NOS2 desde la :.dosis de 0.5µM 

logrando i~hibirla totalrliente con la dosis de 50 µM, esto ngs demuestra que p38 

es una de las vías qJe' induce la expresión de Nos2 al estar. fosforÚada por el 

LPS. NOS2 es la enzÍnÍa óxido nítrico sintetasa que normalmente no s~ encuentra 

activada dentro de la célula sino que es inducida por citocinas.inflamatorias o por 

LPS a través de factores de transcripción. Una vez activada esta enzima produce 

grandes cantidades de óxido nítrico que actuá como potente señalizador, entre las 

funciones que se le atribuyen están la vasodllatación y acciones IJaéierlcidas. 

Por otro lado algunos autores mencionan la participación de p38 como una de las 

vías para inducir la enzima COX-2, esta enzima no se encuentra regularmente en 

las células sino que se presenta al ser inducida por. factores de crecimiento, 

citocinas y LPS. COX-2 participa en la producción .. de prostaciclinas y 

prostagiandinas, especialmente PGE2 71 •72• P8.ra. c~r~c~~ri~ar la inducciÓn de 

COX-2 en fibroblastos gingivales humanos tratados: con LPS, se realizaron 

experimentos.tipo curso temporal atiempos largos, encontramos que COX-2 es 

inducida por eÍ l_ps en FGH a partir de las .2 horas detr~t~miento y ~icanza su 

mayor inducción a las 16 horas de tratamÍento, y continua' su lriducclón hasta las 

24 horas. Una vez caracterizada la e~zim0. COX~2 s~ determinó .si p3B estaba 

involucrada en la inducción de está ,ein~ln1a, para. lo cual s~ preincÚbaron las 

células por 2 horas C:on SB2035SO sµfvi y'. post~riorm~~te se bolocó el LPS 

{10pg/ml) a unUempode·4 hb;a5;:·~~ r~8.ui~r~n 'ensayos de Western Blott en los 

cuales observ8.mos 18.1;dJ~c1Ó~ ci~'C()x:{po/ el Lf>s y la· inhibición parcial· de 

ésta enzima con ei'inhlbid6r sá203SSO.: Para corroborar este efecto se realizó la 

extracción de mRNj.; ~/~e.·;,bt~~~/~l 6b~A' mediante la reacción de RT-PCR, en 

nuestros resultad6s 6tiilerV~ÍrlÓ~ la incl~cciÓn de COX-2 posterior a las 4 horas de 

tratamiento con .el LPS V la inhibición total de esta enzima con el lnhibidor 
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especifico de p38. Con esto determinamos la participación de p38 en la inducción 

de COX-2 en fibroblastos glngivales humanos tratados con LPS. Sin embargo aún 

no se sabe si p38 induce _direct•in1énte el ·gen de COX-2 por medio de factores de 

transcripción o unieamente participa· en la estabilidad del mRNA de COX-2. Por 

otra parte, ya que nuéstro~ datos'. bibliajráficos mencionan una regulación 

negativa de. la ~nzima·P13k ~~br~ é3B, se continua~á la. investigación para 

caracterizar la partiéÍpa~Íó~ de f'l3K en fibroblastos gingivales humanos tratados 

con LPS .. 
e·· ~.;.C;/~ '·~ /, .~ ~;,; ' 

De esto se desprende que el C:oiliénido de esté trabajo puede contribuir á conocer 
- -. '. - .. ~- . ' ,..,-·· .· ., .. : ;,{.' -- " -" ·.-..... ' - ' .·; .. - . - . - - ' '··-· --· . . - -

una de la.s ,vlas 'por':.ias(cuales;s~.• producen una amplia••• ganiª' .. de C:itocinas 

involucradas enl~ p~·~o~~~i~'cie'1~. e~fermedad pe;iód~nt~.1 •. para ~u~.~n~m.futuro 
se desarrolle un'fármaé:o'.,qué sé pueda aplicar de forma cilnica para.inhibir la 

inducción de'éstb~ ~~ciini~lrios de transducción y asl disITli~uiiia expre~ión de 

estas citoci~~s: i~flaíiiat~ria~ que conducen a la acti~abión de la r~spuesta 
inflamatoria··• e ' inmune que puede provocar · la destru~ión' ' de los tejidos 

periodontales en '1a· "E;nfermedad periodontal. 

TESIS CON 
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Modelo esquemático de las vías de transducción activadas en Fibroblastos Gingivales 
Humanos por LPS 
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14. CONCLUSIONES 

A partir de nuestros resultados podemos concluir que: 

1.- El lipopolisacárido promueve la activación de la ruta de señalización de p38 en 

fibroblastos gingivales humanos, desde los 5 minutos de tratamiento 

2.- p38 está involucrada en la expresión de N082 

3.- El inhibidor 88203580 inhibe la expresión de N082 vía p38. 

4.- p38 está involucrada en la inducción de la enzima COX-2 en fibroblastos 

gingivales humanos tratados con LP8. 

5.- El inhibidor 88203580 inhibe la expresión de cox-2; 
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16.ANEXOS 

88203580 

Es un lnhibidor sintético 75
• altamente específico de la MAP quinasa p38, previene 

la fosforilación de p38 en respuesta a IL-1, es!Íés celular, y LPS in viv.o. 

Pertenece al grupo de compuesto tipo piridinil imidazola, su estructura fue 

reportada desde·J 988 al inhibir la producción de IL-1. Posteriorménte se demostró 

su capacidad de inhibición principalmente de p38a., de p381i y p38y solo a altas 

concentraciones. 26
•
54

•
66

•
75

• 
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