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2. RESUMEN 
 
El periodonto está formado por muchos tipos celulares incluyendo las células epiteliales y 
fibroblastos. Se cree que ambos tipos celulares reclutan células del sistema inmune por medio de 
mediadores solubles que contribuyen a la inflamación que están asociados con el progreso de la 
enfermedad periodontal, iniciado el evento por bacterias que colonizan el surco gingival, como: 
Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, 
Treponema denticola, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, entre 
otros. 
 
Los lipopolisacáridos (LPS), denominados también como endotoxinas, se encuentran en la 
membrana externa de las bacterias gram-negativas, siendo un componente patógeno de estos 
microorganismos, cuyas moléculas participan en el desarrollo de la enfermedad periodontal. Estas 
moléculas son capaces de inducir la expresión de citocinas proinflamatorios, así como del factor de 
TNF-α, IL-6 y IL-10, entre otros. Sin embargo no se sabe bien el papel que juegan los fibroblastos 
gingivales humanos (HGF) en la enfermedad periodontal. 
 
Con el propósito de establecer sí en los HGF se activa la vía de transducción de Akt por efecto del 
LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans, en este estudio se hicieron ensayos de Western 
Blot e Inmunocitoquímica. Además las células se preincubaron con wortmanina y LY294002 para 
determinar si PI-3K está involucrada en la activación del factor de transcripción β-catenina y si de 
alguna manera regula esta cascada de activación. 
 
Encontramos que, por efecto del LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans en una 
concentración de 1µg/mL, se produce la fosforilación de Akt (serina 473) desde los 5 minutos de 
tratamiento con una inducción máxima a los 60 minutos. Así mismo, se mostró la translocación de 
PDK-1 de la fracción citosólica hacia la membrana en un curso temporal; por otra parte existe la 
fosforilación de GSK-3 como resultado de la activación de Akt. Los eventos están ligados a PI-3K 
porque se utilizaron inhibidores específicos (wortmanina [50nM] y LY294002 [100nM]), durante 30 
minutos causando el bloqueo de la fosforilación de Akt y GSK-3. La inactivación de GSK-3 se ha 
mostrado que reduce la ubiquitinación de β-catenina, resultando en la acumulación y actividad 
transcripcional de β-catenina. Consistentemente con lo anterior, se observó que el LPS causa el 
incremento de β-catenina nuclear dependiendo de PI-3K en los HGF, evento que se confirmó en la 
microscopia realizada donde se observa la β-catenina en el núcleo de la célula después de 6 horas 
tratamiento y la activación de genes dependientes de β-catenina,  tales como conexina 43 y ciclina 
D1 (después de 3-6 horas de tratamiento). 
 
En conclusión, los resultados sugieren que el LPS induce la activación de la vía de Akt/PI-3K/PDK1 
en los HGF con la subsiguiente translocación del factor de transcripción β-catenina por la 
inactivación de GSK-3, eventos que están regulados por la vía de PI-3K. Además existe la 
presencia de las conexina43 y ciclinaD1, proteinas dependientes del factor de transcripción de β-
catenina. 
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3. INTRODUCCIÓN 
 
Los LPS son moléculas que encontramos como componente de la membrana 
bacteriana de microorganismos Gram-negativos y que son capaces de activar 
diferentes vías de transducción o por la unión con otras proteínas formando 
complejos. De esta manera, se asocian a receptores que se localizan en la 
membrana celular produciendo una señal del entorno al interior celular hasta la 
expresión de genes y la respuesta celular. 
 
Estas señales de transducción van activando diferentes proteínas afectando de 
esta forma tanto el metabolismo celular como la síntesis de nuevas proteínas, lo 
que es de gran importancia e interés debido a que todavía está por descubrirse de 
que forma la célula interpreta las señales activadas por factores propios del 
metabolismo del organismo o por partículas externas como las endotoxinas. Es 
posible que un receptor se acople o active más de una vía de transducción y que 
de esta forma exista en el interior señalización cruzada que produzca la diferencia 
en la respuesta celular. Los LPS tienen la capacidad de promover procesos 
inflamatorios pero la forma en que los HGF responden a este evento no se ha sido 
dilucidado. 
 
Resultados obtenidos en el laboratorio muestran que los LPS inducen la activación 
de las isoformas ERK 1/2 en tiempos cortos (10min) y a dosis fisiológicas 
(10ng/mL), encontramos así mismo que el receptor involucrado en este evento el 
receptor asociado es el TLR-41. Por otra parte se encontró que el LPS induce 
rápidamente la fosforilación de p38. Encontramos así mismo que p38 regula 
expresión y síntesis de la enzima óxido nítrico sintasa y ciclooxigenasa-2 y de 
nítrico óxido y prostaglandina E22.  
 
Por otra parte experimentos preliminares muestran que la translocación del factor 
NFκB es sensible al tratamiento con wortmanina (50nM) lo que sugiere que los 
LPS inducen la activación de la vía denominada PI-3K.  
 
Por este motivo el objetivo de nuestra investigación consistió en determinar la 
activación de la cinasa Akt y establecer la forma en que se transduce esta señal, 
además de caracterizar la vía de transducción sensible a wortmanina y LY294002 
en HGF tratados con LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans. Para cumplir 
con este propósito se identificaron los intermediarios de esta vía y se establecerá 
que moléculas se expresan por la activación de Akt  en estas células.  
 
En macrófagos se ha caracterizado esta vía, estableciéndose que el factor de 
transcripción β-catenina se activa en respuesta al tratamiento con los LPS, 
expresándose así mismo conexina 43 y ciclina D1, proteínas dependientes de este 
factor de transcripción, y que son moléculas importantes en la supervivencia 
celular. Otras investigaciones señalan que β-catenina induce la expresión de c-
myc, oncogene involucrado en la apoptosis.  
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4. ANTECEDENTES 
 
La enfermedad periodontal compromete los tejidos de soporte del diente. 
Comprende la gingivitis que afecta los tejidos superficiales de protección 
periodontal y la periodontitis que ataca y destruye los elementos de sostén a 
través de un proceso inflamatorio iniciado por la biopelícula dental2. 
 
Se ha visto que la actividad frustrada del sistema inmune del huésped hacia la 
acumulación de placa (subgingival) es el origen de la enfermedad periodontal 
porque hay pérdida de los tejidos de soporte del diente. 
 
En la periodontitis agresiva localizada (juvenil), el Actinobacillus 
actinomycetemcomitans está fuertemente asociado3 y en la periodontitis del 
adulto4, 5, 6 esta bacteria además está implicada en la patogenésis de varias 
infecciones tales como endocarditis, pericarditis, meningitis, osteomielitis , efisema 
y abscesos subcutáneos7.Es una bacteria gram-negativa, de forma pleomórfica 
pequeña con extremos redondeados, no móvil, sacarolítico, fermentativo, 
cocobacilo. Esta bacteria posee o produce múltiples factores de virulencia 
incluyendo la presencia en su superficie del LPS molécula denominada 
leucotoxina que se considera como el factor patogéno de la enfermedad 
periodontal. Su pared posee una membrana externa con abundante concentración 
de LPS cuya porción interna, lipídica (lípido A) constituye a la endotoxina. El LPS 
estímula a la célula hospedera  para producir citocinas inflamatorias, mediadores 
proinflamatorios e induce la resorción del hueso8. En un estudio se demostró que 
el LPS  de Actinobacillus actinomycetemcomitans es citotóxico para los HGF, ya 
que se produce desde los 10 minutos de tratamiento, la inhibición de la 
proliferación celular, disminución en la sintésis de la tasa de DNA y un cambio 
morfológico9. Estudios previos han mostrado la presencia de células apoptóticas 
de macrófagos infectados con Actinobacillus actinomycetemcomitans10 y el 
posible involucramiento de CD1411 y PKC12, se ha demostrado que una toxina 
purificada de Actinobacillus actinomycetemcomitans, causa disminución del ciclo 
celular en la fase G2/M  y apoptosis en las células HS-72 (linfocitos B). Estos datos 
sugieren que la habilidad de Actinobacillus actinomycetemcomitans puede 
promover la apoptosis en varios tipos celulares y, por lo tanto, ser importante en el 
desarrollo de la enfermedad periodontal. 
 
El LPS de los microorganismos Gram-negativos es el más conocido de todos sus 
factores de virulencia, componente vital de la membrana celular de estas 
bacterias, en particular la molécula "lípido A" de éste, que es la verdadera fracción 
antigénica capaz de inducir la producción de IL-1, TNF-α, INF-γ, inhibidor del 
plasminógeno, factor hístico de adhesión, y PG. La porción lipídica de los LPS es 
dañina para el organismo humano y para otros animales, ya que se considera el 
agente causal del choque séptico. 
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Los LPS participan como mediadores de procesos inflamatorios. Se ha 
determinado que estas macromoléculas actúan en todas las células que 
conforman la encía y en donde inician una cascada de procesos que deterioran las 
estructuras orales hasta producir la muerte celular programada13,10, 14. Algunos 
estudios muestran que al tratar tejidos con diversos tipos de LPS se promueve la 
expresión de mediadores inflamatorios nocivos sobre el tejido del huésped2, 15, 16 
 
Entre las bacterias gram-negativas que presentan LPS en su pared celular 
podemos mencionar a Actinobacillus actinomycetemcomitans, Porphyromonas 
gingivalis, Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Escherichia coli, 
Salmonella thyphimurium, Salmonella enteritidis, entre otros; los LPS de estas 
bacterias presentan muy poca variabilidad estructural de una especie a otra, pero 
para la realización de este estudio se ha trabajado con los LPS de la bacteria 
Actinobacillus actinomycetemcomitans, ya que algunos investigadores han 
mostrado que es la bacteria principal en la periodontitis juvenil3,2,15,16,17. Kato S., 
Nakashima K., Inoue M., Tomioka J., Nonaka K., Nishihara T., et al.,13 mostraron 
que el LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans produce muerte celular 
apoptótica en células epiteliales orales en un sistema de cultivo in vitro. 
 
4.1 COMPOSICIÓN QUÍMICA DEL LPS 
 
Los LPS se localizan en la membrana externa de las bacterias gram-negativas. La 
membrana externa es una bicapa lipídica muy asimétrica. En la monocapa 
externa hay proteínas y lipopolisacárido, mientras que en la monocapa interna 
el lipopolisacárido es sustituido por fosfolípidos y lipoproteínas 

 
Figura 1. Estructura química del LPS. 

El lipopolisacárido está formado por tres estructuras: el lípido A, un polisacárido central y un O-polisacárido. 
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La estructura química de los LPS consiste en tres regiones: 1) lípido A; 2) un 
polisacárido central que contiene heptosa y 3) un polisacárido O-específico. El 
lípido A es la estructura interna formada por octosa 2-ceto-3-desoxioctonato 
(KDO) y heptosa, posee por lo tanto la característica de ser hidrofóbica y cuando 
se posee el mínimo requerimiento para el crecimiento (llamada Re LPS) que 
consta del lípido A y dos unidades de KDO adquiere su característica hidrofóbica 
al antibiótico e hipersensible al detergente. La región formada por el polisacárido 
O-específico le confiere la especificidad serológica de los LPS y el lípido A es la 
endotoxina donde en un extremo tiene grupos fosfatos y en el otro extremo ácidos 
grasos. Por lo tanto, esta composición química de la molécula le confiere la 
propiedad anfifílica2. Los LPS al estar aislados, forman arreglos micelares que son 
biológicamente activos. 
 
4.2 FIBROBLASTOS GINGIVALES 
 
Los fibroblastos  se han descrito como células delgadas y enlongadas con  un 
núcleo oval con la habilidad de sintetizar y modificar los componentes de la matriz 
extracelular18 para mantener la integridad del tejido conectivo. Son el tipo celular 
residente dominante  en el periodonto19. Se clasifican en dos tipos: El primer tipo 
es  el que conforma los fibroblastos del ligamento periodontal (FLP)20,21 y el 
segundo son los fibroblastos de la encía y entre las diferencias que existen son 
que poseen morfologías diferentes 8,22. Los fibroblastos gingivales forman el tejido 
conectivo que  rodea al hueso alveolar capaces de  sintetizar colágeno tipo I y tipo 
III23,24 y elastina al igual que glicoproteínas y glicosaminoglicanos. Se reproducen 
rápidamente y contienen en poca cantidad microfilamentos contráctiles en 
comparación con los FLP5,25. Ko, Page, and Narayanan, reportaron26 que los 
cultivos de fibroblastos son heterogéneos en cuanto a su nivel celular y población. 
Estas células secretan una variedad de citocinas inflamatorias y mediadores 
químicos27 Estudios realizados en macrófagos, células epiteliales, fibroblastos, 
entre otros, ponen en evidencia que las citocinas poseen un papel importante no 
solo en la homeostasis, sino también en la patogénesis de muchas enfermedades 
infecciosas. Las citocinas son importantes para conservar la homeostasis y son 
expresadas constitutivamente por células residentes que componen al tejido. En 
la periodontitis están implicados tanto factores microbianos como las reacciones 
inmunopatológicas. Los FG responden ante agentes inflamatorios como 
prostaglandina E217 y liberan IL-8 y la proteína quimotáctica monocítica 1 (MCP-
1).  Los LPS de Porphyromonas gingivalis provocan la liberación de citocinas en 
la célula huésped incluyendo macrófagos y fibroblastos28 . 
 
Los fibroblastos gingivales son capaces de responder a estímulos tales como LPS, 
IL-1, IL-6, IL-8 y TNF-α. Koka, Maze, Reinhart, Dyer,2 observaron que el LPS de 
Porphyromonas gingivalis induce mediadores de la inflamación liberados por 
fibroblastos humanos y esta respuesta depende del sujeto, de donde fueron 
aisladas las células de la superficie de la muestra usada para preparar las células, 
fibroblastos gingivales o fibroblastos del ligamento periodontal y de el mediador 
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examinado (IL-1, IL-6 o PGE2). Se ha reportado que los efectos de IL-1 y TNF-
α  están involucrados en la regulación de IL-6 por el fibroblasto más que por el 
efecto directo del LPS de la bacteria29 . Por otra parte, los fibroblastos aislados de 
tejido enfermo producen de forma constitutiva grandes cantidades de IL-6, al igual 
que es inducido 30. 
 
4.3 TRANSDUCCIÓN DE SEÑALES 
 
La célula para poder responder a diferentes tipos de mecanismos o agresiones, 
necesita mensajeros internos y también externos para que esto se traduzca en la 
conservación de la homeostasis celular. 
 
El mecanismo por el cual actúa la célula implica lo que llamamos transducción de 
señales -mecanismo mediante el cual la célula convierte una señal del medio 
extracelular,  en una respuesta específica-. Estos son de suma importancia, 
porque si existiera algún tipo de desorden en este mecanismo desarrollaría 
eventos inmunológicos y endócrinos aberrantes, por mencionar algunos, se 
encuentra el desorden autoinmune, el pseudoparatiroidismo y la diabetes tipo II31.  
 
La importancia de estas señalizaciones radica en la fosforilación de las proteínas 
(que es reversible) porque va a ver un cambio en su estructura lo que trae consigo 
que se pueda activar alguna función o que a su vez se active y desencadene una 
serie de vías de señalización15; dentro de la célula, este es su mejor lenguaje de 
comunicación para su desarrollo.  
 
Los sitios fosforilados son usualmente un grupo hidroxil específico para residuos 
de serina/treonina, y tirosina. El sistema de proteínas fosforiladas está compuesto 
de un mínimo de tres partes: Fosfoproteínas, que tienen propiedades de 
fosforilación y desfosforilación.  Proteinas cinasas, que transfieren grupos fosfatos 
de ATP a proteínas en residuos específicos para serina, treonina y tirosina. 
Proteínas fosfatasas, que desfosforilan la fosfoproteína, de ese modo es 
restaurado el sistema particular de las proteínas fosforiladas a su estado basal. 
 
4.4 MECANISMOS DE ACCIÓN 
 
El descubrimiento en 1986 32de una proteína plasmática llamada proteína de unión 
al LPS (LBP) fue el evento más importante para descifrar los mecanismos de 
activación celular inducidos por LPS. La proteína LBP está presente en el suero 
normal a concentraciones menores a 0.5 µg/mL, y se eleva hasta 5.0 µg/mL 
después de una respuesta de fase aguda15. LBP es sintetizada en los hepatocitos 
y luego es liberada en el plasma en forma15, 21. Después de una inyección con LPS, 
hay un aumento  20 veces mayor de  la expresión basal de los niveles de RNAm 
en hepatocitos, lo que sugiere que el LPS estimula la expresión de LBP. Por otra 
parte la síntesis de LBP por los hepatocitos es controlada por LPS, IL-1, TNF-α, IL-
6 y glucocorticoides y el pretratamiento con LPS predispone a los hepatocitos a 
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responder a LPS, TNF-α e IL-1 para la síntesis de LBP16 .  
 
La unión específica de la LBP al LPS se da a través del lípido A. La 
caracterización de la función de LBP como determinante de las respuestas 
celulares a LPS reveló un mecanismo para la activación celular inducida por LPS 
que involucraba un receptor de membrana para el complejo LPS-LBP15, 33. 
Se ha identificado que el receptor a LPS es la proteína CD14, que es una 
glucoproteína y se sabe que CD 14 juega un papel clave en la activación celular 
inducida por LPS34, 35, CD14 puede encontrarse como una proteína sérica soluble 
(sCD14) y también puede estar anclada a la membrana de células mieloides 
(mCD14) a través del glucosilfosfatidilinositol (GPI)36  participando en la activación 
de células antes mencionadas mientras que sCD14 participa en la activación de 
células no mieloides, como células endoteliales o epiteliales, que normalmente no 
expresan mCD1437. 
 
Al entrar el LPS a la circulación, la proteína LBP se le une rápidamente, y los 
complejos LPS-LBP resultantes son reconocidos por el receptor CD 14 de células 
mononucleares38, 39. Éste, unido al complejo, puede activar la síntesis de TNF-α 
en estas células, ya sea de manera directa o indirecta, transportando al LPS a la 
superficie celular, de manera que otras proteínas son estimuladas, en cualquiera 
de los 2 casos, el mecanismo de acción entre CD14 y LBP difiere de los 
mecanismos usuales por medio de los cuales las células eucarióticas responden 
a otros agonistas, como hormonas o linfocinas. La unión del agonista (LPS) es 
mediada por una proteína soluble que es el sCD14, en lugar de una proteína 
unida a membrana. Únicamente después de la formación de un complejo soluble, 
es posible que el LPS se asocie con un receptor de membrana. 
 
CD14 es la única proteína de estructura bien definida que se une a LPS y es el 
mediador de la activación celular inducida por ellos mismos34. Se tiene evidencia 
que existen caminos alternativos coexistentes. Sin embargo, se ha visto que 
CDll/CD18R16, un miembro de la familia de integrinas leucocíticas, también 
funciona como un receptor de señal transmembranal para LPS.  
 
Estas glucoproteínas  no tienen dominio citoplasmático  se expresan en la 
superficie de monocitos, macrófagos y granulocitos. Las señales intracelulares 
probablemente estén mediadas por la interacción con un receptor adicional40. Los 
LPS inducen fosforilación de tirosinas de una proteína de 74-kDa que es 
estrictamente dependiente de CD14. Por otro lado, anticuerpos anti-CD14 
bloquean la fosforilación de tirosinas inducida por LPS de proteínas de 41 y 42-
kDa a concentraciones de LPS menores a 100 ng/mL, pero no hubo bloqueo 
cuando se utilizó concentraciones mayores de LPS. Estos hallazgos sostienen la 
existencia de un camino dependiente de CD14 y otro camino independiente de 
CD14 para la secreción de citocinas inducidas por LPS41. Aunque en ratones 
transgénicos que sobre expresan CD14 humano se observa una alta respuesta a 
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los LPS42. Estas observaciones son consistentes con el papel que juega CD14 en 
la activación y producción de citocinas.  
 
En 1997, el grupo de Janeway reportó la clonación de un receptor con estructura 
similar a la de los receptores de respuesta inmune de Drosophila, llamados 
receptores tipo Toll (Toll like receptors –TRL–)identificados en humanos, este 
grupo de receptores pertenece a la gran superfamilia de los llamados TIR 
(receptores Toll/IL-1-interleukina1-) ya que todos ellos tienen un dominio de gran 
semejanza estructural y poseen mecanismo de transducción semejantes con 
mediadores secundarios comunes43. Se han clonado nueve TLRs humanos44, 45, 41 
Los miembros de la familia de los TLR han sido identificados en humanos y 
ratones.  Se ha visto que sirven como receptor  para la señalización de  los LPS 
de las bacterias Gram-negativas. Aunque se sabe que CD14 se une al LPS y 
funciona como receptor de macrófagos, monocitos, neutrófilos y fibroblastos 
gingivales pero este no puede transducir la señal debido a que no posee un 
dominio citoplasmático34, 33. Así que la propuesta es que el genuino receptor  que 
manda al interior de la célula la señal son los TLR, recientemente descubiertos de 
ahí el interés por su estudio como receptores de los LPS34 y muchos más 
ligandos. Toll es un tipo I de proteína transmembranal que cuenta con un sitio 
extracelular que es rico en leucina y un sitio citoplasmático con una secuencia 
homóloga al receptor humano de IL-146. En varios estudio se ha demostrado  que 
el LPS mediante el receptor Toll activan a NF-κB en células de embrión humano. 
En una línea celular de monocitos y monocitos humanos se ha visto que hay 
expresión de TRL2 y TRL4 y que estos son receptores para LPS16. Además, en 
otros estudios, se vio que TRL2 y TRL4 son expresados y están involucrados en la 
producción de citocinas proinflamatorias en fibroblastos gingivales47 seguidos de la 
estimulación con LPS48, 49, 50, 51, 52. La activación de TLR4 inducida por LPS  lleva a 
una cascada de eventos en macrófagos y neutrófilos como la activación del factor 
de transcripción NF-κB53, TNF-α , la expresión de genes como c-myc, c-fos y la 
liberación de mediadores proinflamatorios: IL-1, IL-8, IL-12 y PG. 
 
Un camino intracelular de señales activadas por el LPS son las MAP cinasa 
(mitogen activated protein kinase pathway). La MAP es una proteína asociada a 
los microtúbulos del citoesqueleto, y a través de ella, el LPS podría afectar la 
fisiología celular al perturbar el sistema de cinasas y fosfatasas asociadas con el 
citoesqueleto, un organelo que tiene efectos profundos sobre transcripción 
génica, síntesis de proteínas, transporte intracelular, endocitosis, secreción y 
forma celular54, 55. Varios ligandos extracelulares, como el factor de crecimiento 
epidermal, el factor de crecimiento nervioso, ésteres de forbol e insulina pueden 
activar el camino de la MAP cinasa56,57, 58. Entre los miembros de este camino 
está una familia de proteínas cinasas dependientes de serina/treonina de 40-45-
kDa, llamadas ERKs (proteína cinasa regulada extracelularmente). Al menos tres 
diferentes miembros de las ERKs, ERK 1, ERK2 y otra proteína de 38-kDa son 
activadas por la fosforilación de tirosinas en monocitos después de la 
estimulación con LPS59. Se ha visto que por  efecto de los LPS existe la 
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activación de PDK-1, AKT, GSK-3, β-catenina, PI-3K, conexina y ciclina, entre 
otras cinasas mencionadas60, 61, 62, 63, 64. A continuación describiré cada uno de 
los  componentes anteriormente mencionados. 
 
4.5 PDK-1 
 
PDK1 es un proteína cinasa ser/thr de 63 kDa (556 aminoácidos) con un dominio 
catalítico amino terminal y un tallo terminal carboxílico no catalítico que contiene 
un dominio de homología a pleckstrina (PH; región aproximadamente de 120 
aminoácidos que pueden formar una estructura terciaria polarizada electroestática 
con una posible función de reclutamiento de proteínas)65, 66, 67. PKD1 fosforila y 
activa a miembros de la familia de las AGC en residuos de serina/treonina e 
incluye a familias de enzimas regulatorias, por lo que tiene una papel clave en un 
gran número de importantes eventos de señalización intracelular. Esto incluye la 
PKA quién regula al AMPc, PKB denominada también AKT, varias isoformas de la 
PKC, las cinasas p70S6 y la cinasa ribosomal S6 (RSKs). PDK1 recombinante 
fosforila a PKBα directamente en Thr308 y no en Ser308, en una reacción que es 
casi siempre  dependiente de fosfatidil inositol trifosfato (PIP3) –además de la 
colocalización de la enzima  y el substrato hacia la membrana plasmática- 
principalmente ejerce en el substrato, una activación directa de la actividad 
catalítica de las proteínas PDK. Así, la unión de PKBα a PIP3 induce  un cambio 
en la conformación que incrementa la accesibilidad  de  las treoninas de la PKB 
para las PDK168-70. PDK1 al no fosforilar en residuos de Ser473 a PKBα  se piensa 
que otra proteína cinasa tentativamente llamada PDK2 es la responsable68. 
 
Se localiza en el citosol cuando está inactiva y  en la membrana de forma 
fosforilada  después de la activación directa de PI-3K68-71. La actividad cinasa de 
PDK-1 es constitutiva para un grupo de substratos y para otros como: PKB, cinasa 
p70 ribosomal S6 (P70S6K), proteína cinasa estimulada glucocorticoides y suero 
(SGK) y cinasa S6 ribosomal p90 (RSK) son fosfosriladas por PDK1 en respuesta 
a un agonista celular pero con una regulación temporal 69, 70,71. La regulación es de 
una forma substrato dependiente o de tipo competitiva72,73. 
 



13 

 -  

 
Figura 2. Varias cinasas sugieren ser objetivo de PDK1. Al ser estimulada PDK1 activa a varias cinasa – 
cinasa p70 ribosomal S6 (p70S6), Proteína Cinasa B (PKBs), Proteína Cinasa C ζληεδ (PKCs)- pero en 

estado basal PDK1 activa a otras –Proteína Cinasa A (PKAs), PKCs αβγ. 74 
 
La función de PDK1  incluye la señalización celular69,74, aspectos estructurales de 
la regulación70,75, regula un sistema de interacción proteína-proteína o puede 
proveer una mecanismo molecular usado  para sensibilizar la conformación de la 
proteína20. 
 
4.6 AKT/PKB 
 
Es una proteína cinasa de 57kDa Ser/Thr con una alta homología con la proteína 
cinasa A y C  y fue llamada PKB. Es un homólogo celular de la oncoproteína viral 
v-Akt16. Existen tres isoformas en los seres humanos PKBα, PKBγ  y PKBβ, la 
activación de estas isoenzimas  es dependiente de PI-3K. Formada por un dominio 
homólogo pleckstrina (PH) al que  se le unen PtdIns(3,4,5)P3  (fosfatidilinositol 
3,4,5-trifosfato) y PtdIns(3,4,)P2 y más Pis, los cuales actúan como segundos 
mensajeros. 
 
Todas las isoformas de PKB tienen una amplia distribución en los tejidos y 
consisten de un dominio PH/N-terminal, un dominio cinasa y una región regulatoria 
C-terminal. Dos sitios específicos, uno es un dominio cinasa (Thr308 en PKBα)  y el 
otro es una región regulatoria C-terminal (Ser478 en PKBα) y necesitan ser 
fosforiladas para la activación completa de esta cinasa76. De forma inactiva se 
encuentra en el citoplasma de la célula y se transloca a la membrana plasmática 
de forma dependiente de la activación anterior de PI-3K, donde llega a ser 
activada77, 78, 79. PKB al ser activada sale de la membrana plasmática y a través 
del citoplasma  llega al núcleo de la célula80 . El mecanismo de translocación aún 
no es claro. 
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Figura 3. Modelo de activación de Proteína Cinasa B (PKB) por Fostatidilinositol - 3cinasa (PI-3K) y PDK1. 

PI-3K activado produce fostatidilinositol 3,4 bifosfato (PtdIns3,4P2), fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato 
(PtdIns3,4,5P3) y al mismo tiempo PDK1 forma fostatidilinositol 4,5 bifosfato (PtdIns4,5,P2), produciendo 

la fosforilación de PKB en residuos de Treonina308(Thr308) y Serina 473(Ser473) que al ser activada se 
dirige a la membrana celular para posteriormente trasladarse al núcleo74. 

 
 

 
Por otro lado varios reportes  indican que  la  activación de PKB puede ser  
independiente de PI-3K. Por ejemplo, en respuesta de heat shock, o en la 
disminución de Ca2+ intracelular o producción de AMPc y activación de PKA81,82, 83, 

84. 
 
Se a reportado un agonista que incrementa la concentración del Ca2+ en la célula 
puede activar PKB a través de la cinasa de la proteína cinasa dependiente de 
calmodulina/ Ca2+ (CaMKK) que fosforila a PKB en  Thr308 en ausencia de 
PtdIns(3,4,5)P2 

85. Sin embargo los resultados obtenidos por otros grupos no 
confirman estos hallazgos.68. 
PKB está implicada en diferenciación celular 86, 87, supervivencia celular88, 89, 90, 91. 
La activación constitutiva de PKB o PI-3K  bloquea la  apoptosis inducida por        
c-myc, radiación ultravioleta, TGF-β y Fas92.   
 
La activación de PKB resulta en la fosforilación de varios sustratos importantes  
para la señalización del LPS  tales como GSK-3, Bad y la oxido nítrico sinatasa, 
IκB cinasa, fosfodiesterasa 3 B, Raf-1, caspasa93, 94,95, 96. 
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Figura 4. La Proteína Cinasa B (PKB) activa a varias proteínas que están involucradas en la supervivencia 

celular, en la transcripción de genes y la regulación de los efectos de la insulina74. 
 

 
 
4.7 PI-3K 
 
Consta de dos unidades, una subunidad catalítica (p110γ)  de 110kDa  y una 
subunidad regulatoria/catalítica (p101) de 101kDa que forma heterodímeros. Es 
una cinasa dependiente de lípidos, que existen múltiples isoformas de PI-3K las 
cuales se subdividen en tres clases.  Solo la clase IB de PI-3Ks muestra que activa  
a PKB  en células no está claro 41. Estas enzimas también se unen a Ras una 
proteína-G monomérica. Fosforila el anillo del inositol en la posición  3´OH de los 
fosfolípidos de inositol generando 3´fosfoinosítidos (3´-PIs). En la célula produce 
tres tipos de lípidos: fosfatidil inositiol 3-fosfato (PtdIns3P), fosfatidil inositol 3,4,5 
trifosfato (PtdIns(3,4,5)P3) y fosfatidil 3,4-bifosfato (PtdIns(3,4)P2). PtdIns(3,4,5)P3 
y PtdIns(3,4)P2  son los lípidos  cruciales  para el  reclutamiento  del dominio PH 
que contienen Akt y PDK1. Las cinasas PI-3cinasa /Akt forman una vía de 
transducción implicada en la supervivencia celular, crecimiento, y regulación de la 
apoptosis 97. Diversos estímulos activan esta vía, lo cual hace que se produzca la 
fosforilación de componentes críticos de la maquinaria de transducción de señales 
98, 99. 
PI-3K es activada por diversos estímulos como: factores de crecimiento y es 
inhibida selectivamente  por wortmanina y LY294002.  
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Figura 5. Representación simplificada del  fosfatidilinositol (PtdIns) en el punto de acción del  
Fosfadilinositol-3Cinasa (PI-3K) 74.  

 
 
 
4.8 GSK-3 
 
Es una cinasa que posee dos isoformas una alfa y la forma beta. Se localiza 
únicamente en el citosol. El dominio N-terminal para el pseudosustrato funciona 
preparando la fosforilación de Akt/PKB dimerizado en sentido de la cabeza a la 
cola. En lo que corresponde a regulación, posee una actividad basal alta y es 
inhibida por la insulina y la activación de la señal de Wnt. Akt/PKB fosforilan a 
GSK-3, formando un complejo proteínico con axina, APC, y β−catenina. Las 
señales producidas por Wnt inhiben la actividad de GSK-3 por mecanismos aún 
desconocidos por medio de la inducción de la unión entre axina y otros factores 
desalineados100. 
 
4.9  β-catenina  
 
β-catenina es una proteína citoplásmica con una función dual en las señales de 
transducción de adherencia y de la señal de célula-célula. En la membrana 
plasmática, β−catenina se asocia a las cadherinas de las moléculas de adherencia 
proporcionando así un acoplamiento entre las cadherinas y el citoesqueleto, que 
es esencial para asegurar una adherencia fuerte. Sin embargo, β-catenina es 
también un componente en sentido descendente del camino de transducción de la 
señal de Wnt. La función de β-catenina es distinta a la adherencia, implica que se 
encuentre libre en el citoplasma de la célula. En células sin estimular, β-catenina 
es mantenida extremadamente inactiva por fosforilación, ubiquitinación y por la 
degradación de elementos constitutivos. La activación del camino de Wnt inhibe la 
maquinaria de fosforilación/ubiquitinación, creando así una acumulación de β-
catenina no fosforilada que se encuentra en forma soluble y que después se 
incorpora el núcleo, y éste actúa recíprocamente con los factores de la 
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transcripción de la familia de la caja de HGM (grupo de alta movilidad) del DNA, y 
de esta forma modula la expresión de los genes específicos blanco101. 
 
Axina es una proteína de la familia novel identificada primero en ratón102. Los 
embriones del ratón que carecen de Axina desarrollan el eje duplicado, indicando 
que la función normal de Axina es inhibir específicamente la vía de transducción 
dependiente de Wnt que es la responsable de la inducción dorsal primaria. 
También se ha determinado que axina se activa por debajo de la activación de 
GSK y modula desde β−catenina a lo largo del camino de Wnt. 
La caracterización molecular adicional ha demostrado que axina actúa como 
proteína de andamio debido a que une directamente a β-catenina así como los 
componentes del camino implicado en la regulación de la fosforilación de β-
catenina, en especial GSK-3 y el supresor del tumor APC.  

Esta asociación es esencial para la fosforilación específica y la degradación 
subsecuente de β-catenina. Además, Axina también recluta los reguladores por 
arriba del camino. Axina se localiza en compartimientos subcelulares distintos, 
incluyendo las vesículas intracelulares y la membrana plasmática, y se cree que 
existe un intercambio dinámico entre estos compartimientos implicados en la 
regulación del camino 103. 

En la actualidad está en proceso la caracterización dinámica del complejo de 
Axina en respuesta a Wnt, en términos de la composición bioquímica y de la 
localización celular. Esto nos conducirá a la comprensión de cómo se modula el 
complejo, habiendo una gran parte sin resolver 104. 
 
Transporte al núcleo de β-catenina  
 
La acumulación de β-catenina en el núcleo, donde actúa recíprocamente con 
factores de la transcripción, tiene un papel crucial en señales de Wnt. El hecho 
que β-catenina se incorpora el núcleo ha sorprendiendo, porque β-catenina no 
tiene ninguna secuencia nuclear de localización. Partes de β-catenina poseen una 
homología intrigante (repeticiones de Arm/HEAT) con la familia de 
receptores/transportadores nucleares solubles, llamadas importinas. La 
importación ocurre independientemente del camino nuclear clásico de la 
importación. Estudios indicaron que β-catenina se incorpora el núcleo 
directamente y de forma similar a las importinas104. 
 
Recientemente se ha observado que β-catenina también se exporta 
eficientemente del núcleo. Como la importación, la exportación es muy "anormal", 
puesto que es independiente de receptores de la exportación. Además, es 
insensible a la regulación por GTPasas, proteínas regulatorias monoméricas que 
unen GTP -dinucléotido de guanidina, que posse el grupo fosfato encontrándose 
de está menera en forma activa además de catalizar la hidrólisis del GTP 
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conviertiéndose en GDP y liberando el grupo fosfato-; uno de los paradigmas 
principales del transporte nuclear clásico. Por otra parte, la exportación β-catenina 
comparte características comunes con la exportación (reciclaje) de "importinas". 
Esto es evidente de la capacidad de β-catenina de competir específicamente con 
la exportación del importina β. Estos resultados consolidan el acoplamiento entre 
los miembros distantes relacionados de la superfamilia "HEAT/armadillo repiten". 
El transporte β-catenina representa una versión simplificada del camino 
convensional de importancia, por medio de las lanzaderas β-catenina dentro y 
fuera del núcleo sin la direccionalidad impuesta. Ahora se esta analizado el 
mecanismo potencial que puede controlar el tráfico de la fracción nuclear a la 
citoplásmica y la distribución de β-catenina.104 

4.10 Conexinas 
 
Un conexón está formado por un grupo hexamérico de proteínas llamados 
conexinas, cada una de las cuales contienen cuatro hélices alfa que atraviesan la 
membrana. Las seis conexinas forman un canal mayor y más permeable que el de 
cinco subunidades de las barreras de neurotransmisores de canales de iones o 
que el de cuatro subunidades (o dominios) de la barrera voltaica de los canales 
catiónicos. Las conexinas se agrupan para formar una unión en donde proteínas 
de bajo peso molecular pueden difundir de una célula a otra célula. Los conexones 
están presente en todos los organismos metozoarios, donde sus funciones son 
diversas entre ellas son: controlar el crecimiento de célula y la diferenciación hasta 
la conducción eléctrica en tejidos excitables 105. 
 
4.11 Ciclinas 
 
El sistema de control del ciclo celular se basa en dos familias clave de proteínas. 
La primera es la familia de las proteínas cinasas dependientes de ciclinas (Cdk, 
Cyclin-dependent protein kinase), las cuales inducen los procesos subordinados 
fosforilando proteínas seleccionadas sobre serinas y treoninas. La segunda es una 
familia de proteínas activadoras especializadas, las ciclinas, que se unen a las 
Cdk y controlan su capacidad para fosforilar proteínas diana adecuadas, por lo 
que abundan en el ciclo de la célula. El ensamblaje cíclico de compuestos de 
ciclinas y Cdk, su activación, y desensamblaje, son los procesos centrales que 
dirigen el ciclo celular.  Estas ciclinas son proteínas que fueron originalmente 
identificadas en invertebrados marinos; en almejas y embriones de erizo de mar 
106. 
 
Las ciclinas se llamaron así porque inducen un ciclo de síntesis y degradación en 
cada ciclo de división de la célula. Hay dos clases principales de ciclinas: las 
ciclinas citosólicas, las cuales se unen a las moléculas de Cdk durante G2 y son 
necesarias para entrar en la mitosis, y las ciclinas G1, las cuales se unen a 
moléculas Cdk durante G1 y son necesarias para entrar en la fase S. En las 
células de levadura, que han jugado un papel fundamental en la investigación del 
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ciclo celular, el mismo miembro de la familia Cdk proporciona la actividad cinasa 
en ambos puntos de control. En células de mamífero hay al menos dos proteínas 
Cdk diferentes, una para cada punto de control107, 108. 
 
Los procesos que llevan a la célula a la mitosis son los siguientes: la ciclina 
citosólica se acumula gradualmente durante G2 y se une al Cdk formando un 
compuesto conocido como factor promotor de la fase M (MPF). Este compuesto 
inicialmente permanece inactivo, pero a través de la acción de otras enzimas que 
lo fosforilan y desfosforilan, se convierten en un factor activo. La activación final 
del MPF es casi explosivo, probablemente debido a un mecanismo de 
retroalimentación positiva por el cual el MPF activo incrementa la acción de las 
enzimas que lo activan, de este modo la concentración de MPF activo aumenta a 
ritmo acelerado hasta que se llega a la explosión crucial, después de la cual un 
flujo de MPF activos desencadena una serie de sucesos que impulsan a la célula 
hacia la mitosis. El MPF también se desactiva de repente por la degradación de la 
ciclina mitótica en la metafase-anafase que sucede a continuación, permitiendo a 
la célula salir de la mitosis. 
 
Cada paso de la activación o desactivación de Cdk marca una transición del ciclo 
celular y probablemente tiene algún efecto sobre el propio sistema de control 
celular, iniciando reacciones que finalmente lo conducirán a poner en marcha el 
proceso subordinado siguiente. 
 
 
Proteínas del Ciclo de Célula: Proteínas cinasas dependientes de ciclina 
 
Proteínas cinasas dependientes de ciclina (Cdks) son los reguladores críticos de 
progresión de ciclo de célula que constitutivamente es expresada en todas partes 
del ciclo de la célula. Los miembros prototipos de esta familia incluyen Cdc2 y 
Cdk2 , que funcionan tardíamente en el ciclo celular, mientras que otros miembros, 
Cdk4, Cdk6 y una proteína relacionada Cdc7, están implicadas críticamente en G1 
y transiciones de fase de S. Cdks comprenden la subunidad catalítica del ciclo de 
célula cinasas y ellos se asocian con subunidades específicas reguladoras para 
formar un complejo activo. La ciclina H es una subunidad reguladora que 
preferencialmente se une a Cdk7 y forma el complejo ciclina H/Cdk7, que 
entonces puede fosforilarse en Cdc2, Cdk2 y Cdk4 regulando el progreso del ciclo 
de célula. 
 



5. DEFINICIÓN DEL PROBLEMA 
 
Determinar el efecto de los LPS purificados de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans para caracterizar las señales intracelulares involucradas 
que desencadena en fibroblastos gingivales humanos, así mismo determinar sí se 
activa la vía de Akt/PI-3K. 
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6. JUSTIFICACIÓN 
 
De acuerdo a la influencia que tienen los LPS en los procesos de transducción en 
HGF, es de gran importancia reconocer y comprobar que la activación de la vía 
PDK 1 hasta β−catenina son un factor de transcripción que regula eventos como la 
activación de ciclina y conexina involucradas en la función específica de la 
adhesión y proliferación celular. 
 
Hasta este momento se sabe muy poco sobre las señales intracelulares activadas 
por los LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans en los HGF y no se ha 
estudiado aún ésta vía. 
 
Conociendo las señales intracelulares que producen los LPS dentro de los HGF, 
podremos conocer el mecanismo de acción que activan los microorganismos 
patógenos que originan la enfermedad periodontal.  
 
7. OBJETIVO GENERAL 
 

• Identificar por medio de la vía de Akt si existe la activación de conexina y 
ciclina en HGF, estimulados por los LPS obtenidos de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans. 

 
 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

• Determinar si el tratamiento con LPS induce la activación y fosforilación de 
Akt en los HGF. 

• Determinar si existe la activación y translocación de PDK-1 mediante el 
tratamiento de los LPS. 

• Determinar por medio de inhibidores específicos (wortmanina y LY294002) 
de la vía de PI-3K si está involucrada en la activación de conexina.  

• Identificar por medio de inhibidores específicos de la vía de PI-3K si está 
involucrada en la activación de ciclina D1. 

 
8. HIPÓTESIS 
 
 
Si los LPS son endotoxinas que promueven la expresión de citocinas pro-
inflamatorias entonces el tratamiento con LPS purificados de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans promoverá la activación de la vía de transducción de Akt 
y expresión de moléculas que participan en respuestas inflamatorias.  
 
• Hipótesis nula 
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El tratamiento con LPS purificados de Actinobacillus actinomycetemcomitans  no 
promoverán la activación de la vía de transducción de Akt y expresión de 
moléculas que participan en respuestas inflamatorias. 
 
9. TIPO DE ESTUDIO 
 
Experimental. 
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10. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
POBLACIÓN DE ESTUDIO: 
 
Los HGF (unidad de trabajo), obtenidos de explantes de tejidos de pacientes libres 
de enfermedad periodontal, mantenidos en una incubadora con inyección 
constante de CO2 a temperatura 36.5 °C y se nutren con DMEM al 10% de SBF y 
1% antibiótico–antimicótico. 
 
SELECCIÓN Y TAMAÑO DE MUESTRA 
 
Extracción de Proteínas Nucleares. Se colocaron aproximadamente 1,000,000 de 
células en cada caja petri y se dejaron desarrollando hasta subconfluencia. 
 
Extracción de Proteína Total. Se colocó aproximadamente 100,000 células en 
cada pozo de la caja y se dejaron desarrollando hasta subconfluencia. 
 
La cuantificación de células se realizaron por medio de la cámara de Nuebauer. 
Se realizaron los experimentos en tres ocasiones y se colocó un experimento 
representativo en los resultados. 
 
CRITERIOS 
 

*INCLUSIÓN  
Fibroblastos gingivales humanos. Células en forma ahusada con núcleo 
concéntrico y grande. Se midió la cantidad de proteína de cada muestra con 
el método de Lowry, para utilizar 50µg de proteína de cada muestra. 
 
*EXCLUSIÓN 
Fibroblastos gingivales humanos, si el medio y las células se presentaran 
contaminadas. 

 
*ELIMINACIÓN 
Fibroblastos gingivales humanos. Cuando las células tienen más de 8 
pases, su forma ya no sea ahusada y cuando estén confluentes. 

 
 
VARIABLES 
 
 
DEPENDIENTE DEFINICIÓN ESCALA 
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Presencia de 
proteínas: 
PDK-1, Ciclina D1,  
β-catenina, GSK-3, 
Conexina 43, Akt. 

Presencia de bandas que 
corresponden a los siguientes pesos 
moleculares de las siguientes 
proteínas: 
 *PDK1: 46 Kda 
 *Ciclina D1 : 36 Kda 
 *β-catenina: 90 Kda 
 *Conexina 43: 55 Kda 
 *Akt : 56 Kda 
 *GSK-3 : 49 Kda 
que se observan mediante la 
utilización de la técnica de Western 
Blot 

Presencia de las 
bandas, las cuales 
se medirá su 
densidad óptica 
tomando como 
referencia el 
control. 

INDEPENDIENTE   
LPS de Actinobacillus 
Actinomycetemcomit
ans 

Endotoxina extraída de la bacteria 
gram-negativa Actinobacillus 
Actinomycetemcomitans 

0.001 µg 
0.01 µg 
0.1 µg 
1 µg 
10 µg 
100 µg 
 

Tiempo Con el que los Fibroblasto Gingivales 
Humanos estarán en contacto con lo 
LPS 

1 min 
5 min 
10 min 
15 min 
30 min 
1 hr. 
4 hrs. 
6 hrs 

 
CULTIVO DE FIBROBLASTOS GINGIVALES HUMANOS  
 
Los HGF se obtuvieron mediante la técnica de explante a partir de encías sanas 
de pacientes que acudieron a la clínica de exodoncia. Las células se mantuvieron 
en DMEM suplementado con 10% de suero bovino fetal y 2mM de glutamina en 
presencia de 1% antibiótico-antimicótico en una atmósfera de dióxido de carbono 
al 5%. Las células se utilizaron hasta el 7º pase y en estado de subconfluencia.110 
 
TRATAMIENTO CELULAR 
 
Las células se desarrollaron hasta la subconfluencia en DMEM + 10% SBF + 1% 
antibiótico-antimicótico. Se colocaron en ayuno durante 24 hrs y se trataron con el 
LPS a diferentes tiempos  y dosis como es señalado en cada figura. Las células se 
recuperaron mediante raspado en PBS con 1mM de ortovanadato de sodio. Se 
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lavaron durante 2 ocasiones, mediante centrifugación a 10,000 rpm por 10 minutos 
a 4°C. La pastilla se resuspendió en buffer de lisis.  
 
EXTRACCIÓN DE PROTEÍNAS NUCLEARES 
 
Las células se trataron a diferentes tiempos y dosis con el LPS. Al término de la 
reacción las células se obtuvieron por raspado con PBS con 1mM de ortovanadato 
de sodio. Las células se centrifugaron y se les retiró el sobrenadante y la pastilla 
se congeló en baño de hielo seco y etanol por 15 min. Al término las células se 
van a lisar en buffer Hepes 10 mM, KCl 10 mM, MgCl2 15mM, DTT 1mM pH 7.9 . 
Se centrifugo a 3500 rpm durante 10 min a 4°C, y el sobrenadante se recupero y 
se guardó a -70°C. La pastilla se resuspendió en un buffer hipertónico (Hepes 
20mM, NaCl 0.4M; MgCl2 1.5mM, Glicerol 25%, EDTA 0.2 mM; DTT 1 mM, PMSF 
0.5 mM pH 7.9). Los núcleos se incubaron durante 30 minutos en agitación a 4°C 
y se cuantificó la proteína por método de Lowry111.  
 
ENSAYO DE WESTERN-BLOT 
 
Se tomaron 50 µg de proteína de las células tratadas que se mezcló 1:1 con buffer 
de muestra 2x (20%glicerol, 4%SDS, 10% 2-mercaptoetanol, 0.05% azul de 
bromofenol y 1.25 M Tris-HCl pH 6.8) y se separaron mediante electroforesis en 
geles de acrilamida-SDS al 10% y se corrió a 50 mA por 2h. Al término de la 
corrida las muestras se transfirieron a membranas de nitrocelulosa durante 12 hrs 
a 100 mA. Posteriormente las membranas se bloquearon durante 60 minutos en 
una solución de PBS y 1% de leche descremada, se lavaron durante 3 ocasiones 
en PBS con 0.1% Tween. Se incubaron a temperatura ambiente durante 4 hrs con 
el primer anticuerpo (1:1000) y se lavaron durante tres ocaciones con PBS y se 
incubaron con el segundo anticuerpo (1:5000) HPR-conjugado durante 2 hrs a 
temperatura ambiente, las membrana se lavaron durante 3 ocasiones en PBS. 
Con el propósito de mostrar el mismo contenido de proteínas las membranas se 
desnudaron y se incubaron con anticuerpos que detectan las formas no 
fosforiladas de las cinasas. Las bandas inmunoreactivas se revelaron utilizando el 
sustrato de quimio-luminiscencia y la autoradiografía se obtuvo después de 
exponer la película durante 2 min. Los experimentos se realizaron en tres 
ocaciones por separado. 
 
ENSAYO DE INMUNOCITOQUÍMICA 
 
Las células se crecieron en cubreobjetos durante 4 días hasta 90% de confluencia, 
posteriormente se ayunaron las células y se trataron con el LPS los tiempos y 
dosis indicadas en cada figura y se fijaron por 30 minutos con para-formaldehído 
(PFA) al 2% a 4°C. Se retiró el PFA y  se lavó con PBS tres veces. Se colocó 
100µL de triton X al 0.1% a temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente 
se lavó con PBS tres veces y se incubó el primer anticuerpo por 30 minutos a 4°C 
y se lavaron con PBS 3 ocasiones. Se incubó durante una hora con el fluoróforo 
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indicado, procurando que  no este en contacto con la luz y se lavaron con PBS en 
5 ocaciones. Se quitó completamente el PBS con pipeta Pasteur asegurándose 
que la lenteja este seca. Las muestras se montaron en resina y se observaron por 
microscopia confocal. Los experimentos se repitieron en tres ocasiones por 
separado. 
 
MÉTODO DE REGISTRO Y PROCESAMIENTO Y PLAN DE ANÁLISIS DE LOS 
DATOS. 

Los experimentos se realizaron tres veces y se presenta un resultado 
representativo de dichos experimentos. Posteriormente se realizó un análisis 
densitométrico de las películas como resultado del western-blot y  se analizó con 
el sistema DigiDoc-it System. Los resultados se presentaron como las medias ± 
error estándar. La comparación entre las medias se analizaron con la prueba t de 
Student. Las diferencias entre las medias se considera significativo cuando ρ < 
0.05.  
 
MATERIAL 
 

Consumibles 
Acrilamida. Sigma.  

ECL-plus. Amersham. 

DMEM enriquecido con SBF  al 2% y  al 10%. InVitrogen 

Nitrocelulosa. Bio-Rad. 

Película de alto contraste. Amersham. 

Persulfato de amonio. Sigma.  

TEMED. Sigma. 

Trizma base. Sigma. 

Wortmanina. Sigma.  

Cajas de seis pozos. 

Cajas Falcon Costar. 

Cajas Petri  Costar  

Antibiótico - antimicótico. Life Technologies. 

Anticuerpos 
Anticuerpos para Akt. Santa Cruz. 

Anticuerpos para p-Akt. Santa Cruz. 
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Anticuerpos para GSK  001-A. Santa Cruz. 

Anticuerpos para p-GSK 3β 001-A. Santa Cruz. 

Anticuerpos para PDK 1 C 20. Santa Cruz. 

Anticuerpos para β- Catenina H102. Santa Cruz.  

Anticuerpos para PI-3K. Santa Cruz. 

Anticuerpos para γ-tubulina. Santa Cruz. 

Anticuerpos para Conexina43. Santa Cruz. 

Anticuerpos para CiclinaD1. Santa Cruz. 

Cristaleria 
Pipetas (2, 5, 10 mL). 

Pipetas Pasteur. 

Equipo 
Agitador orbital. Lab line. 

Cámara de electroforesis. Hoeffer. 

Cámara de Newbauer. 

Cámara de transferencia. Hoeffer. 

Campana de Flujo laminar. Nuaire. 

Centrífuga clínica. Cole Palmer. 

Fuente de Poder. Pharmacia. 

Incubadora de dióxido de carbono. Nuaire. 

Microcentrífuga. Sorvall. 

Micropipetas. Gilson. 

Microscopio de objetivos invertidos. Olympus. 
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11. RESULTADOS 
 
11.1 Translocación de PKD-1 en la membrana por efecto de los LPS de 

Actinobacillus  actinomycetemcomitans en HGF. 
 

Con la finalidad de determinar si existe la translocación de PDK-1 del citoplasma 
hacia la membrana celular por acción de los LPS en HGF, se trataron los HGF con 
un 1µg/mL del LPS a diferentes tiempos. Se realizaron extractos citosólicos y 
membranales y se corrieron al mismo tiempo. La actividad se determinó haciendo 
ensayos de Western-Blot. 
Encontramos que desde los 5 minutos de tratamiento con el LPS se induce un 
aumento  en la fosforilación  del patrón de PDK-1 en la membrana hasta los 60 
minutos y en la fracción citosólica el patrón de fosforilación va disminuyendo 
(Fig.1), así mismo se muestra la proteína total de las membranas. 
 

 

 

 

 

 

 

 
Figura1. El LPS  de Actinobacillus actinomycetemcomitans provoca en  HGF la translocación de PDK-1 
a la membrana celular. 
Los HGF se desarrollaron en cajas petri hasta subconfluencia, se ayunaron 24 horas con DMEM sin suero y 
se trataron con DMEM al 2% de suero bovino fetal con y sin  LPS (1µg/mL) durante 5 - 60 minutos. Se 
obtuvieron proteínas de membrana y citosol, para el análisis de Western se utilizó anticuerpo  anti-PDK-1 y 
anti γ-tubulina. La inmunoreacción de las bandas fueron visualizadas usando un kit de quimioluminiscencia y 
películas de alto contraste Amersham. 
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11.2 Activación de Akt por efecto de los LPS de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans en HGF. 
 
Con la finalidad de determinar si existe la activación de Akt en los HGF por efecto 
del LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans, se trataron éstos con un 
1µg/mL del LPS a diferentes tiempos. Se realizó extracto total y se corrieron. La 
actividad se determinó haciendo ensayos de Western-Blot. 
Encontramos que desde los 5 minutos de tratamiento con el LPS se induce un 
aumento  en la fosforilación  del patrón de Akt hasta los 60 minutos, observándose 
la máxima expresión a los 60 minutos (Fig.2) de tratamiento así mismo se muestra 
la proteína total de las membranas.   
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2. El LPS  provoca en  HGF la activación de Akt. 
Los HGF se desarrollaron en cajas petri hasta subconfluencia, se ayunaron 24 horas con DMEM sin suero y 
se trataron con DMEM al 2% de suero bovino fetal con y sin  LPS (1µg/mL) durante 5 - 60 minutos. Se 
obtuvieron proteínas totales, para el análisis de Western se utilizó anticuerpo  anti-pAkt y anti-Akt. La 
inmunoreacción de las bandas fueron visualizadas usando un kit de quimioluminiscencia y películas de alto 
contraste Amersham. La imagen es una de tres experimentos que se realizaron por separado. 
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11.3 Fosforilación GSK-3 por acción de los LPS. 
 

Para determinar si existe la fosforilación de GSK-3 por acción de los  LPS en HGF, 
se trataron los HGF con LPS (1 µg/ml) a diferentes tiempos. La fosforilación se 
determinó haciendo ensayos  de Western Blot. 
Se encontró que desde los 5 minutos de tratamiento con el LPS se induce un 
aumento  en la fosforilación  del patrón de GSK-3 y a los 15-30 minutos se 
encuentra el máximo de su inducción, por otro parte la isoforma β se observa que 
es preferentemente fosforilada (Fig.3). Para determinar que la concentración de 
proteína sea la misma se procedió a desnudar la membrana y se colocó un 
anticuerpo anti- GSK-3 total.  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura3. LPS induce la fosforilación de GSK-3. 
Los HGF fueron tratados con LPS (1µg/mL) por varios tiempos. El extracto total fue obtenido y se realizó el 
Western, se utilizaron anticuerpos específicos para GSK-3 total, el anti GSK-3 fosforilado en residuos de 
serina 21 y serina 9 (a). Para comprobar la existencia de la misma concentración de proteína en la membrana 
se desnudo y se utilizó el GSK-3 total. El primer anticuerpo se utilizó 1:1,000 y el segundo anticuerpo a 
1:10,000. La inmunoreacción de las bandas fueron visualizadas usando un kit de quimioluminiscencia y 
películas de alto contraste Amersham.  
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11.4 PI-3K está involucrada en la activación de Akt y GSK-3 
Para demostrar que Akt y GSK-3 están acoplados en la activación de PI-3K, los 
HGF se trataron con inhibidores de PI-3K (wortmanina y LY294002) con un 
1µg/mL del LPS. La actividad se determinó haciendo ensayos de Western-Blot. 
Se encontró que incubando con concentraciones desde 50nM wortmanina y 50µM 
de  LY294002 existió una inhibición de la fosforilación de Akt y GSK-3 lo que nos 
indica que es por efecto  de la activación primaria de PI-3K (Fig. 4).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
Figura 4. LPS fosforila a Akt y  GSK-3 através  de PI-3K. 
Los HGF fueron tratados con LPS (1µg/mL)  por 15 minutos con y sin inhibidores de PI-3K durante 30 
minutos, wortmanina (50-100nM) y LY294002 (50- 100µM). El extracto total fue obtenido y realizando el 
Western, se utilizaron anticuerpos específicos para GSK-3 total, el fosfo anti GSK-3 y anti-Akt total y fosfo anti-
Akt. Para comprobar la existencia de la misma concentración de proteína en la membrana se desnudo y se 
utilizó el GSK-3. El primer anticuerpo se utilizó a 1:1,000 y el segundo anticuerpo a 1: 10,000. La 
inmunoreacción de las bandas fueron visualizadas usando un kit de quimioluminiscencia y películas de alto 
contraste Amersham.  
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11.5 Acumulación de β-catenina  en el núcleo por efecto de los LPS de 

Actinobacillus. actinomycetemcomitans. 
 

En  la vía de  Wnt, la fosforilación e inactivación de GSK-3 trae como resultado la 

acumulación nuclear de β-catenina. El incremento de β-catenina se ha ligada a la 

activación transcripcional de algunos genes. Para demostrar que en HGF por 

efecto del LPS producen la translocación de β-catenina, se realizó un curso 

temporal realizando los extractos nucleares y citoplásmicos para observar como 

se da el efecto. La actividad se determinó haciendo ensayos de Western Blot. 

Se encontró que al paso del tiempo va desapareciendo β-catenina del extracto 

citoplásmico y en el extracto nuclear va en aumento la señal (Fig. 5a), así mismo 

se muestra la proteína total de las membranas por medio de la tinción Rojo de 

Ponceau. Por otra parte se realizó inmunocitoquímica para observar la localización 

de β-catenina lo que muestra que al tratamiento con el LPS existe la acumulación 

de la proteina en el núcleo del HGF lo que basalmente no es así (Fig. 5b). 
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Figura5. LPS  de Actinobacillus actinomycetemcomitans provoca en  HGF la translocación de β-
catenina al núcleo celular. 
(a) Los HGF se desarrollaron en cajas petri hasta subconfluencia, se ayunaron 24 horas con DMEM sin suero 
y se trataron con DMEM al 2% de FBS con  y sin LPS (1µg/mL)  durante 30min-6hrs. Se obtuvieron proteínas 
de núcleo y citoplasma, para el análisis de Western se utilizó anticuerpo  anti-β-catenina. La inmunoreacción 
de las bandas fueron visualizadas usando un kit de quimioluminiscencia y películas de alto contraste 
Amersham. La membrana se tiño con rojo de ponceau para determinar la concentración de proteína.  
 (b) Se realizó la inmunocitoquímica con y sin LPS  (6hr) como se indica en Materiales y Métodos. Se utilizó 
anti-β-catenina acoplado a fluoresceína. 
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11.6 La acumulación de β-catenina inducida por LPS está ligada a la vía de 

PI-3K. 
 
Se demostró anteriormente que por efecto del LPS se transloca β-catenina al 

núcelo de la célula. Para demostrar que este efecto está ligado a la vía de PI-3K 

se realizó un ensayo con el inhibidor específico de PI-3K, LY294002 (50-100µM). 

Y la actividad se determinó haciendo ensayos de Western Blot. 

Encontramos que al tratamiento con el inhibidor de PI-3K bloquea la activación β-

catenina desde una concentración de 50µM (Fig. 6).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. La vía de PI-3K produce la activación β-catenina por efecto del LPS  de Actinobacillus 
actinomycetemcomitans en HGF. 
Los HGF se desarrollaron en cajas petri hasta subconfluencia, se ayunaron 24 horas con DMEM sin suero y 
se trataron con DMEM al 2% de suero bovino fetal con y sin LPS (1µg/mL) durante 1hr. Se preincubo a las 
células con LY294002 (50-100µM) Se obtuvieron proteínas de núcleo, para el análisis de Western se utilizó 
anticuerpo anti-β-catenina. La inmunoreacción de las bandas fueron visualizadas usando un kit de 
quimioluminiscencia y películas de alto contraste Amersham.  
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11.7 LPS induce el incremento de ciclina y conexina. 
 
Finalmente se buscó ligar el evento fisiológico que ocurre en la activación y 

acumulación de β-catenina en el núcleo. Se evaluaron dos proteínas involucradas 

en la actividad transcripcional de la vía de señalización de  β-catenina/TCF/Lef-1 
112. Se realizó un curso temporal (30min-6hrs) de conexina 43 y ciclina D1, 

realizando extractos totales. La actividad se determinó haciendo ensayos de 

Western Blot. 

Encontramos que desde los 30 minutos de tratamiento con el LPS existe la 

presencia de conexina 43 y ciclina D1 y va aumentando de una manera 

dependiente del tiempo, así mismo se muestra la proteína total de las membranas 

colocando un anticuerpo para γ-tubulina (Fig. 7). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. LPS de Actinobactillus actinomycetemcomitans producen la acumulación de Ciclina y 
conexina en HGF. 
Los HGF se desarrollaron en caja de 6 pozos hasta subconfluencia, se ayunaron 24 horas con DMEM sin 
suero y se trataron con DMEM al 2% de suero bovino fetal con y sin LPS (1µg/mL) a diferentes tiempos (3hr y 
6hrs). Se obtuvieron proteínas totales, para el análisis de Western se utilizó anticuerpo anti-ciclina, anti-
conexina y γ-tubulina. La inmunoreacción de las bandas fueron visualizadas usando un kit de 
quimioluminiscencia y películas de alto contraste Amersham.  
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12. DISCUSIÓN 
 
La enfermedad periodontal es caracterizada por la inflamación del tejido conectivo 

iniciada por el huesped en respuesta a la invasión bacteriana. Actinobacillus 

actinomycetemcomitans se asocia con la periodontitis agresiva localizada 3 y del 

adulto4. En un estudio con células epiteliales orales humanas en presencia de 

Actinobacillus actinomycetemcomitans la célula libera citocinas proinflamatorias 

tales como la IL-1 β, IL-18 y TNF-α 113. Los HGF es uno de los tipos celulares que 

forman al periodonto, aún no se sabe que papel juegan en la enfermedad 

periodontal y como es el mecanismo de acción  de las células involucradas en la 

respuesta ante la presencia del lipopolisácarido.  

 

Se ha demostrado que los LPS activan a PI-3K en diferentes sistemas celulares 
114, 115. En este trabajo tratamos de elucidar el posible evento que se da después 

de la activación de PI-3K.  EL LPS  activa a la PI-3K  y esto se ha ligado con la 

activación de una forma atípica de PKC, ζ114. Venkataraman et al., mostraron que 

en células B, la proliferación es dependiente de PI-3K. En macrófagos, Procyk et 

al.,116 relaciona que la activación de la cinasa relacionada con la señal extracelular 

y PI-3K es inducida por el LPS. Varias publicaciones por Herrera-Velit muestran 

que la señalización activada por el LPS (adherencia, PKCζ y lyn) es a través de 

PI-3K117,118.En este estudio demostramos y sugerimos que el LPS de 

Actinobacillus actinomycetemcomitans activa la vía de PI-3K teniendo un papel 

importante en la respuesta celular al LPS. 

 

En macrófagos murinos se demostró que después de la activación de PI-3K, Akt 

se activa por acción PI-3K109. Akt es una serina/treonina cinasa que tiene una 

homología significativa con PKC€ y PKA51. Se ha descrito como una mediadora 

de los efectos de la insulina, factores de crecimiento, citocinas y varios otros 

factores 75. Akt es activada por el factor de crecimiento derivado de plaquetas, 

insulina y adhesión celular119, 120. Los efectos que se derivan después de la 
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activación de Akt incluyen la inhibición de la cinasa IκB , eNOS y la cinasa 

p70s694, 96 . Numerosos estudios han demostrado que la inhibición de Akt bloquea 

la apoptosis como resultado de diversos estímulos (luz UV, fragmentación del 

DNA)119. Por lo que el interés de este estudio es saber si el LPS de Actinobacillus 

actinomycetemcomitans activa a Akt en los HGF durante el proceso de la 

enfermedad periodontal para el mantenimiento de la viabilidad celular durante la 

liberación de mediadores inflamatorios.  

 

Se mostró que el LPS activa a Akt trayendo como resultado la fosforilación de 

GSK-3 y el incremento de  β-catenina en el núcleo. GSK-3 es una enzima 

constitutiva que es regulada negativamente por la vía Wnt y por la fosforilación 

inducida por Akt102. En estudios previos muestran que en cáncer de colon, PKC β2 

inactiva a GSK-3, lo que trae como resultado el aumento de la división celular y 

tumorigenesis121. La fosforilación de GSK-3 en residuos de serina 21/9 produce la 

disociación de GSK-3 del complejo de APC, axin, y β-catenina. Cuando GSK-3 es 

removido del complejo, no sigue promoviendo la fosforilación de β-catenina y 

dirigirlo para su ubiquitinización y la degradación proteosomal103. Esta regulación 

negativa de GSK-3 se ha ligado a la señalización de la vía de Wnt, factores de 

crecimiento, insulina e interaciones célula/fibronectina.122, 103. Aunque la 

señalización de la acumulación de  β-catenina y la actividad transcripcional por la 

inactivación de GSK-3 es por vía Wnt103. En HGF, tratados a diferentes tiempos 

(30min-6hrs) con el LPS, se observó gradualmente la acumulación de β-catenina 

en el extracto nuclear  con la subsiguiente activación de GSK-3. Por otra parte se 

realizó el ensayo de imunohistocitoquímica y se observó como en las células 

tratadas, β-catenina se ubica en el núcleo de la célula en comparación con el 

basal. En otra serie de experimentos se preincubaron a los HGF con LY94002, un 

inhibidor  específico de PI-3K, observándose que se bloquea totalmente la 

expresión de Akt y GSK-3 por lo que PI-3K está implicada en el evento de 

activación de Akt y GSK-3. Aunque  quedaría todavía por estudiar si la vía Wnt 

está implicada en el evento de translocación de β-catenina del citoplasma al 
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núcleo de la célula. En otros sistemas, β-catenina estabiliza un complejo 

transcripcional que la contiene así misma y el factor de transcripción TCF/Lef-1. El 

complejo β-catenina-TCF/Lef-1 puede activar o suprimir la transcripción de genes 
123. Los genes que muestran que contienen los sitios de TCF/Lef-1 regulados 

positivamente por β-catenina incluyen a c-myc, fibronectina, ciclina D1, c-jun, fra-1, 

e caderina y conexina 43 124, 125, 112. En los datos se muestra que el LPS de 

Actinobacillus actinomycetemcomitans (1µl/mL) promueven la expresión  de ciclina 

D1 y conexina 43 a tiempos largos (4-6hrs), con lo que podemos decir que de  

alguna manera existe una regulación de la transcripción de los genes ciclina D1 y 

conexina 43 por efecto de la translocación de β-catenina al núcleo con la 

involucración de la vía de PI-3K. 
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13. CONCLUSIONES 
 

En este estudio caracterizamos la vía de señalización de Akt que se encuentra  

involucrada por efecto del LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans en los 

fibroblastos gingivales humanos. Así como: 

1. El LPS fosforila y activa a Akt en los HGF. 

2. PDK-1 se transloca del citoplasma a la membrana celular por efecto del 

LPS de Actinobacillus actinomycetemcomitans. 

3. La activación de conexina y ciclina D1 son activadas por el LPS de 

Actinobacillus actinomycetemcomitans en HGF por la vía de PI-3K y la 

activación de β−catenina. 
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Anexos 

Anexo I 

CUANTIFICACiÓN DE CÉLULAS. 

Se tripsin izo el cultivo. Se requiere aproximadamente 10' células ImL para este 
procedimiento. Se mezcló adecuadamente la suspensión y se colectó 1 O ~ I de la 
suspensión en tu bo eppendorf. Se tomó 1 O ~I de la muestra y se transferieron 
inmediatamente al borde de la cámara . Se coloco el hemocitómetro en el 
microscopio de objetivos invertidos. Se enfoca la cámara hasta que se observe el 
cuadrante. Se contaron las células en los 4 cuadrantes que rodean al cuadrante 
central (cada uno de 1 mm' ). Para el análisis calcular el promedio de los cuatro 
cuad rantes, multiplicar por la constante 1 x 10' Y por 2 que es el factor de dilución 
el número que se obtenga representa el número de célu las/mL. 

ACEPTACION: de 100 a 300 células por cuadrante. 
RECHAZO: Número muy grande de células que 
impida el conteo. 
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