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Resumen 

 

El tracto gastrointestinal o canal alimentario de los organismos superiores es el 

sistema que digiere y absorbe los nutrientes de los alimentos, consiste esencialmente 

de un tubo que se extiende desde la boca hasta el ano, está revestido en su interior 

por una capa llamada mucosa formada por una monocapa de células epiteliales 

intestinales (CEI), que crece sobre la lámina propia constituida de tejido conectivo. 

La mucosa intestinal es la defensa más importante contra el medio externo, ya que 

actúa como una barrera que protege al organismo contra la invasión de 

microorganismos patógenos, la entrada de toxinas u otros compuestos. Para 

mantener esta barrera íntegra, la mucosa intestinal requiere un balance entre la 

proliferación, la migración, la diferenciación y la muerte de las CEI. Las citocinas pro-

inflamatorias alteran la homeostasis del epitelio intestinal durante las enfermedades 

inflamatorias intestinales (EII), activando las vías de señalización, PI3K/Akt, NOs y 

JAK/STAT, entre otras. La actividad de la cinasa Akt se asocia con la proliferación, la 

diferenciación, la sobrevivencia y la muerte de las CEI regulando de la homeostasis 

intestinal. Sin embargo, aún no se entienden completamente los mecanismos que 

controlan la activación de Akt en los desórdenes inflamatorios. Akt se fosforila en la 

treonina 308 por la cinasa dependiente de fosfatidilinositol-1 (PDK-1) y esta 

fosforilación es crítica para la actividad de la cinasa. En este proyecto, nosotros 

observamos que las proteínas 14-3-3 controlan la fosforilación de Akt en la treonina 

308 durante la inflamación intestinal. La incubación de las CEI con las citocinas IFN-

γ y TNF-α, induce la degradación de la proteína 14-3-3η, que inhibe a PDK-1. Tal 

degradación depende de que otra proteína 14-3-3, la forma monomerica de 14-3-3ζ 

(p14-3-3ζ S58), se asocie con raptor, proteína esencial para la formación del 

complejo mTORC1 inactivándolo. La inactivación del complejo mTORC1 dispara la 

autofagia y lleva a la degradación a 14-3-3η, como consecuencia PDK1 se activa. El 

proceso final de estos eventos es la fosforilación de Akt en la treonina 308 y su 

activación total, fosforilando a una amplia variedad de sustratos. Los resultados 

también muestran que la estimulación permanente del sistema, debido al aumento 

en la producción de citocinas en la mucosa inflamada, promueven la hiper-activación 

de Akt, que a la larga se acumula en el núcleo promoviendo la muerte de las CEI. 

Notablemente, la inhibición de las proteínas 14-3-3 con BV02, aumenta 

descontroladamente la actividad de la cinasa Akt, su acumulación en el núcleo y la 

muerte de las CEI. Los resultados obtenidos proveen un mecanismo novedoso que 

liga la sobrevivencia con la apoptosis de las CEI, durante los desórdenes 

inflamatorios como las enfermedades inflamatorias intestinales (EII). 
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Abstract 

 

The gastrointestinal tract or alimentary canal in vertebrates is a system that allows 

the digestion and absorption of nutrients. The alimentary canal is essentially a tube 

which extends from the mouth to the anus. The alimentary canal is lined by a 

membrane layer called mucosa, which is formed by a monolayer of intestinal epithelial 

cells (IEC) and an underlying connective tissue called lamina propia. The intestinal 

mucosa is the largest and most important defense against pathogens and the entry 

of toxins or other compounds. To maintain a functional barrier, the intestinal mucosa 

depends on the balance between proliferation, migration, differentiation and death of 

IEC. Together these processes maintain the homeostasis of the intestinal mucosa. It 

has been observed that pro-inflammatory cytokines alter the homeostasis of the 

intestinal epithelium during inflammatory bowel diseases (IBD), because they affect 

several signaling pathways, among which include PI3K / Akt, NOs and JAK / STAT. 

Akt kinase activity has been associated with proliferation, differentiation, survival and 

death of the IEC. However, while numerous studies have focused on analyzing how 

Akt regulates intestinal homeostasis, the mechanisms that control the activation of 

Akt in inflammatory disorders is not yet fully understood. Akt is phosphorylated at 

threonine 308 by phosphatidylinositol dependent kinase-1 (PDK-1), which is critical 

for the activity of this kinase. In this project, we observed that the 14-3-3ζ and 14-3-

3η proteins controlled Akt phosphorylation at threonine 308 during intestinal 

inflammation. Mechanistically we found that IFN-γ and TNF-α treatment induced 

degradation of the PDK-1 inhibitor, the protein 14-3-3η, in IEC. This mechanism 

requires association of the monomeric form of 14-3-3ζ (p14-3-3ζ S58) with raptor, this 

association prevents the formation of mTORC1 complex, causing its inactivation, the 

mTORC1 inactivation triggers autophagy and leads to 14-3-3η degradation and 

activation of PDK1. The final process of this events is the phosphorylation of Akt in 

the 308 residue and Akt total activation. The results also show that constant 

stimulation of the system by the cytokines in the inflamed mucosa, promoting Akt 

hiper-phosphorylation. Activated Akt, it accumulates in the nucleus causing the death 

of the IEC. Notably, inhibition of 14-3-3 function by the chemical inhibitor BV02 

resulted in uncontrolled Akt activation, nuclear Akt accumulation and ultimately 

intestinal epithelial cell death. Our results show here, provide a new mechanistic link 

between cell survival and apoptosis of intestinal epithelial cells during inflammation. 
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I. Introducción. 

 

Las enfermedades inflamatorias intestinales (EII) son afecciones intestinales 

crónicas, que se presentan en dos formas clínicas: la enfermedad de Crohn (EC), 

que puede afectar a cualquier parte del tracto gastrointestinal y la colitis ulcerosa 

(CU), cuya patología está restringida a la mucosa del colon. En la patogenia de las 

EII están implicados factores ambientales y genéticos como la alteración de la 

microbiota bacteriana, la respuesta inmunológica del huésped y el mantenimiento de 

los contactos célula-célula del epitelio intestinal. La alteración de estos factores 

permite que el contenido luminal se exponga a las células del sistema inmune, cuya 

reacción produce lesiones en el tracto gastrointestinal que se agravan con el tiempo. 

El epitelio intestinal funciona como una barrera que impide que bacterias comensales 

o patógenas se expongan al tejido subyacente, deteniendo su entrada al interior del 

organismo. Para mantener la barrera epitelial intacta, las células que la forman se 

recambian constantemente, proceso que ayuda a mantener la homeostasis epitelial 

intestinal. Se ha observado que durante las EII, varias citocinas pro-inflamatorias 

como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) y el interferón gama (IFN-γ), alteran 

las vías de señalización que permiten mantener la homeostasis del epitelio intestinal. 

Por ejemplo, una vez que el IFN-γ se une a su receptor en las CEI, se activan las 

vías de JAK/STAT, NOs y PI3K/Akt. Particularmente en este proyecto se estudió la 

influencia que ejerce el IFN-γ sobre la vía PI3K/Akt, durante los periodos 

inflamatorios. La proteína cinasa B o PKB (también conocida como Akt), forma parte 

de una familia de cinasas de serina y/o treonina que regulan la sobrevivencia, la 

proliferación, el metabolismo y la migración celular en las CEI.  

 

La familia de las Akt comprende a tres proteínas muy conservadas Akt-1, Akt-2 y Akt-

3. Para poder actuar como cinasa, Akt tiene que ser fosforilada en la membrana 

plasmática en dos residuos importantes: la treonina 308 por PDK1 y la serina 473 

por mTORC2. Una vez activa, Akt puede fosforilar a una gran variedad de substratos 

en las CEI.  
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Durante los procesos inflamatorios intestinales, la activación de la cinasa Akt 

contribuye al daño de la mucosa al inhibir la proliferación de las células epiteliales 

intestinales. La activación descontrolada de la cinasa Akt está asociada al desarrollo 

de diferentes enfermedades como el cáncer y la diabetes en humanos y durante la 

inflamación intestinal Akt disminuye la proliferación y sobrevivencia de las células 

epiteliales de la mucosa. Sin embargo, mientras numerosos estudios se han 

enfocado en analizar cómo Akt regula la proliferación, migración y muerte de las CEI 

en las EII, los mecanismos que controlan la activación de Akt durante desórdenes 

inflamatorios, no se conocen a profundidad. En este trabajo de tesis se observó que 

las proteínas 14-3-3 controlan la fosforilación de Akt en la treonina 308 durante la 

inflamación intestinal. Específicamente, la exposición al IFN-γ y TNF-α promueve la 

degradación del inhibidor de PDK-1, la proteína 14-3-3η en las CEI. Para que esto 

suceda, previamente el IFN-γ promueve que la proteína 14-3-3ζ fosforilada (p14-3-

3ζ S58) se una a Raptor, secuestrándolo en el citosol, esto impide el ensamble y 

actividad del complejo mTORC1, a consecuencia de esto se induce la autofagia. La 

autofagia disparada por p14-3-3 S58 lleva a degradación a 14-3-3η y permite que 

PDK-1 se localice en la membrana, donde fosforila a Akt. La constante exposición a 

las citocinas lleva a la hiper-activación de Akt permitiendo su acumulación en el 

núcleo, donde induce la muerte de las CEI. Esto resulta porque Akt induce arresto 

celular y a la larga, apoptosis de las CEI. Por esta razón y por la capacidad de Akt 

de regular múltiples procesos biológicos en las células epiteliales intestinales, es 

importante estudiar los mecanismos que llevan a la activación de esta proteína y su 

participación en el mantenimiento de la homeostasis del epitelio intestinal durante las 

EII. 
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II. Antecedentes. 

II.1. El tracto gastrointestinal. 

El tracto gastrointestinal o canal alimentario es básicamente un tubo que se extiende 

desde la boca hasta el ano. Es el encargado de transformar los alimentos en 

moléculas más sencillas llamadas nutrientes, para que puedan ser utilizados por el 

organismo como fuente de energía u otros procesos (DeSesso y Jacobson, 2001). 

Anatómicamente el canal alimentario se divide en dos partes: el superior y el inferior; 

el canal alimentario superior comprende la boca, la faringe, el esófago y el estómago;  

el canal inferior al intestino y el ano. El intestino, a su vez, se divide en intestino 

delgado e intestino grueso. Las principales funciones del canal alimentario son la 

digestión de los alimentos, la absorción de nutrientes, la defensa y la excreción 

(Figura 1). Existen varios órganos accesorios que ayudan a la digestión de los 

alimentos que pasan a través del canal alimentario, entre los que se incluyen al 

hígado, la vesícula biliar y el páncreas. El hígado produce la bilis, un jugo digestivo 

que se almacena en la vesícula biliar. La bilis se secreta hacia el intestino delgado y 

se mezcla con la grasa de los alimentos ingeridos, para descomponer estas en ácidos 

grasos que pueden absorberse (Rouiller, 2013). El páncreas secreta un fluido que 

contiene enzimas que digieren los carbohidratos, las proteínas y las grasas dentro 

del intestino delgado (Figura 1) (Jones y Gores, 1997). El interior del canal 

alimentario está revestido a todo lo largo por una membrana llamada mucosa, 

formada por un epitelio y por el tejido conjuntivo laxo subyacente. En general, la 

mucosa realiza funciones de protección, secreción y absorción, además forma parte 

del sistema inmune  innato (Mestecky y col. 2005).  
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Figura 1. El tracto gastrointestinal o canal alimentario. Las  funciones principales del tracto 

gastrointestinal son: la digestión, la absorción, la excreción, y la protección. Las funciones antes 

mencionadas son posibles gracias a una serie de órganos que realizan distintas funciones y se 

distribuyen desde la boca hasta el ano. El estómago y el intestino delgado son los principales 

responsables de la digestión de los alimentos y de la absorción de nutrientes. A su vez el intestino 

grueso (colon), se encarga de la compactación y eliminación de toda la materia que no se absorbió, 

los productos de deshecho se almacenan en el colon sigmoideo y en el recto antes de su eliminación.  

 

II.2. El epitelio intestinal. 

El epitelio intestinal está formado por una monocapa de células polarizadas unidas 

entre sí a través de uniones intercelulares. La estructura del epitelio intestinal varía 

dependiendo de su localización en el tracto gastrointestinal. Así, estratificado 

escamoso en el esófago y columnar simple en el resto del tracto gastrointestinal, a 

excepción del recto, donde vuelve a ser del tipo estratificado escamoso (Figura 2) 

(Malin y col., 2013).  
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El epitelio intestinal recubre las cavidades internas del tracto gastrointestinal y 

constituye así la mayor y más importante barrera que tiene el organismo contra el 

medio externo. La barrera epitelial es altamente selectiva, ya que permite el paso de 

nutrientes, iones y agua; mientras impide el paso de sustancias de deshecho y de 

patógenos al interior del organismo (Blikslager y col., 2007).  

Al funcionar como una barrera, el epitelio intestinal también protege a los tejidos 

subyacentes de patógenos, toxinas, daño mecánico y pérdida de agua (Blikslager y 

col., 2007; Podolsky, 1999). Además, esta barrera regula el intercambio de 

substancias entre el medio externo y el intersticio. El epitelio intestinal no contiene 

vasos sanguíneos, sin embargo crece y se mantiene sobre el tejido conectivo situado 

debajo de la lámina basal epitelial y obtiene sus nutrientes directamente del tejido 

conectivo subyacente, el cual es alimentado por la sangre (Figura 2). 

La lamina basal interactúa con una fina red de fibras de colágeno que brinda sostén 

a las células epiteliales intestinales (Kang y Kudsk, 2007; King, 2008; Reed y 

Wicham, 2009). En conjunto, la lámina basal y a la red de fibras de colágeno se les 

denomina “membrana basal” (Figura 2) (Kang y Kudsk, 2007; King, 2008). 

 



6 
 

 

Figura 2. Tipos de epitelios que recubren el tracto gastrointestinal. Tanto la boca, como el 

esófago están recubiertos por un epitelio escamoso estratificado el cual a su vez contiene una ligera 

capa de moco. El estómago y el intestino están recubiertos por una monocapa de CEI, que también 

está recubierta por una capa de moco que sirve de protección al retener en el lumen intestinal posibles 

bacterias u otros compuestos potencialmente patógenos.  

 

II.3. Rutas del transporte celular en el epitelio intestinal. 

Las CEI conocidas como enterocitos, se encargan de la absorción de nutrientes. Su 

membrana plasmática esta polarizada en una superficie apical y otra basolateral, de 

composición molecular diferente (Figura 3) (Nelson, 1994, Cereijido y col., 1998). 

La membrana apical se orienta hacia el lumen de la cavidad que recubre y está 

delimitada por las uniones estrechas (UE), estructuras que, además de unir a las 

células epiteliales unidas entre sí, mantienen la polaridad apico/basolateral y 

controlan y ejecutan el transporte paracelular transepitelial. 
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La polaridad celular permite el transporte vectorial de substancias y por lo tanto, 

permite la absorción intestinal.  

Dicha absorción, se lleva a cabo a través de dos rutas principales, la transcelular y 

la paracelular (Figura 3). La vía transcelular permite el transporte de solutos a través 

de las células epiteliales y requiere la presencia de transportadores, canales y 

bombas selectivos para aminoácidos, electrolitos, y ácidos grasos de cadena corta, 

entre otras substancias (Diamond, 1997, Kunzelmann y Mall, 2002, Bröer, 2008, 

Ferraris y col., 1997). La ruta paracelular transporta iones y moléculas a través del 

espacio existente entre dos células epiteliales adyacentes y se regula por el complejo 

de unión apical localizado en la porción superior de la membrana lateral (Figura 3) 

(Van Itallie y Anderson, 2006).  

 

Figura 3. Rutas del transporte celular (secreción y absorción) del epitelio intestinal. La ruta 

transcelular transporta solutos o agua a través de las CEI. Por su parte la ruta paracelular mueve 

iones y compuestos a través del espacio inter-celular que se encuentra entre dos células vecinas. 

Este transporte se regula por la UE localizada en el límite de las membranas apical y lateral de las 

CEI. 
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La integridad de las uniones intercelulares que controlan la ruta paracelular es 

necesaria para mantener la homeostasis del epitelio intestinal y, por ende, un 

organismo saludable, debido a que diversas proteínas, implicadas en la regulación 

de diversos procesos biológicos, se reclutan en estas estructuras y porque las 

uniones intercelulares fungen como barreras físicas que impiden la invasión de virus, 

bacterias y parásitos a las cavidades del organismo. La apertura de las uniones 

intercelulares permite a los patógenos entrar al organismo a través de la ruta 

paracelular de las células de la mucosa intestinal (Bergelson, 2009; O’Hara y Buret, 

2008). 

II.4. La homeostasis intestinal. 

A fin de mantener una barrera intacta, las CEI necesitan recambiarse continuamente 

y mantener un número constante de células. Este proceso se regula finamente y se 

denomina la “homeostasis intestinal” y consiste de un  balance entre el número de 

células que mueren en la superficie de la cripta por apoptosis y el número de células 

que surgen en la base de la misma por proliferación celular. En general se podría 

asumir que todas las células del epitelio intestinal están bajo recambio a partir de las 

células madre que se encuentran resguardadas en la base de la cripta (Figura 4).  

 

Figura 4. Homeostasis del epitelio intestinal (colon).  
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El colon está formado por unidades funcionales llamadas criptas, que contienen alrededor de 2000 

células. En a) se observa un esquema que representa los diferentes procesos que dan lugar al 

recambio celular en las criptas del colon, y en b) se observa la imagen de un corte histológico de una 

cripta de colon de ratón. La tinción en blanco representa células que están proliferando (marcador 

Ki67), mientras que en azul podemos observar la tinción nuclear de todas las células (Topro3). 

La renovación celular en las criptas del colon depende de las células madre 

localizadas en la base. Las células de reemplazo en las criptas se generan 

rápidamente por amplificación transitoria cíclica (TA) a partir de las células madre. 

Una vez que las células se dividen, migran hacia la parte superior de la cripta. En la 

punta de la cripta las células entran en apoptosis por falta de contactos (anoikis), 

donde se desprenden hacia la luz del intestino y son remplazadas por células recién 

diferenciadas. Todo este proceso lleva alrededor de una semana (Figura 4) (Potten 

y col., 1997). Las células madre del epitelio intestinal se replican y se comprometen 

hacia un linaje determinado debido a estímulos específicos que disparan diferentes 

vías de señalización celular, entre las que se encuentran Notch, Sonic-Hedgehog y 

Wnt/β-catenina (Radtke y col., 2006). El recambio celular da origen a 5 linajes 

celulares en el epitelio intestinal: las células calciformes, las células de Paneth, las 

células M, las células enteroendocrinas y los enterocitos de absorción.  

Las células calciformes producen una delgada capa de moco que cubre al epitelio 

intestinal y actúa como defensa contra la microbiota y las bacterias patógenas 

(McGuckin y col., 2011; Dharmani y col., 2009). Este moco está compuesto 

principalmente por mucinas, pero además contiene enzimas digestivas, péptidos 

antimicrobianos e inmunoglobulinas.  

Las células de Paneth se localizan en la base de las criptas del intestino y producen 

una gran variedad de péptidos antimicrobianos como defensinas, catelicidinas, 

péptidos relacionados con criptidinas, quimicina CCL20; así como enzimas 

bactereolíticas, tales como lisozimas y fosfolipasa A2.  
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La función principal de las células de Paneth, es proteger la superficie de la mucosa 

y a las criptas contra los microrganismos invasores (Müller y col., 2005; Schauber y 

col., 2006; Kelly y col., 2006).  

Las células enteroendocrinas (CEE) producen y secretan polipéptidos 

gastrointestinales. Estas células comparten características morfológicas y 

bioquímicas similares con las células del gusto en el epitelio lingual, ya que expresan 

a una serie de receptores que censan nutrientes. Las CEE se distribuyen a lo largo 

de la mucosa del tracto gastrointestinal y representan menos del 1% de la población 

total (Mace y col., 2015). Las CEE secretan una gran variedad de hormonas a través 

de la estimulación de varios receptores acoplados a proteínas G y múltiples 

transportadores de nutrientes que involucran diferentes vías de señalización. Las 

hormonas secretadas por las CEE median efectos tanto locales o sistémicos. Por 

ejemplo, la gastrina, un péptido de 17 aminoácidos, producido por las células G de 

la mucosa gástrica en respuesta a estímulos químicos, mecánicos o nerviosos. La 

gastrina estimula la secreción ácida gástrica de las células parietales y la liberación 

de histamina en la mucosa intestinal. Además de la gastrina, las CEE se producen el 

péptido intestinal vasoactivo (VIP), colecistoquinina (CCK), motilina, somatostatina, 

y otras sustancias (Lee y col., 2004). 

II.5. Las uniones intercelulares del epitelio intestinal. 

Las uniones intercelulares mantienen unidas a las células epiteliales, sellan el 

espacio intercelular entre las células adyacentes y se anclan al citoesqueleto. Por tal 

razón, las uniones intercelulares son indispensables en el mantenimiento y función 

de la barrera epitelial en el intestino. Existen cuatro tipos principales de uniones 

intercelulares: la unión estrecha (UE), la unión adherente (UA), los desmosomas 

(DMS) y las uniones comunicantes (UC).  

Las UE, son complejos de adhesión que forman un cinturón alrededor de las células 

que demarcan la región apical de la membrana lateral de las células epiteliales.  
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La UE tiene dos funciones principales: la función de compuerta y la de cerca. La 

función de compuerta se refiere a la capacidad de la UE de regular el tránsito de 

iones, moléculas y agua a través de la ruta paracelular (Farquhar y Palade, 1963; 

Claude, 1978).  En la función de cerca, la UE actúa como una barrera física que 

impide la difusión libre de lípidos y proteínas entre el dominio apical y basolateral, en 

el plano de la membrana (Dragsten y col., 1981; van Meer y Simons, 1986).   

La UE, está formada por proteínas transmembranales (ocludinas, claudinas, 

tricelulina, JAM, entre otras) y proteínas intracelulares (ZO-1/2/3, ZONAB, etc.). En 

cada punto de unión, las proteínas transmembranales de la UE forman dímeros en 

cis y posteriormente se unen, en trans, a otro complejo idéntico en la célula 

adyacente (Blasig y col., 2006; González-Mariscal y col., 2007; van Itallie y 

Anderson, 2006). 

En dirección apico-basolateral, la UA se localiza después de la UE y está formada 

por las proteínas transmembranales de la familia de las cadherinas, que se unen al 

citoesqueleto de actina mediante proteínas de andamiaje denominadas cateninas. 

Esta estructura es esencial para mantener unidas a las células epiteliales (Green y 

col., 2010). Las cadherinas más comunes son las de tipo -E, -P- y –N y sus dominios 

extracelulares interactúan con los de las cadherinas de las células vecinas (Harris y 

Tepass, 2010), mientras que los citoplasmáticos se unen a las cateninas p120, β-

catenina y α-catenina. 

Los DMs organizan y anclan a los filamentos intermedios (FI) con la membrana 

plasmática y, al igual que las uniones adherentes, su función es mantener unidas a 

las células. Sin embargo, su distribución “aleatoria” en la membrana lateral y su 

interacción con los filamentos intermedios les permite funcionar como “tensores” que 

distribuyen la fuerza aplicada a las células como consecuencia del estrés mecánico 

al que están sometidos los epitelios. Los DMs tienen cinco componentes principales: 

las desmogleinas y las desmocolinas (cadherinas desmosomales), plakoglobina y 

plakofilina (proteínas de la familia armadillo), además de desmoplakina (proteína de 

placa) (Thomason y col., 2010). 
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Por último se encuentran las UC.  Estas uniones están formadas por pequeños 

canales que permiten la difusión  intercelular de iones y moléculas solubles en agua.  

Los canales están formados por dos hemi-canales compuestos de hexámeros de 

proteínas transmembranales denominados conexinas y cada hemi-canal de una 

célula interactúa con el hemicanal presente en la célula vecina para formar un 

conducto que comunica los citoplasmas de ambas células (Goodenough y col., 

1996).  

II.6. Alteraciones en la función de barrera del epitelio intestinal. 

Una variedad de factores externos e internos puede alterar la función de barrera del 

epitelio intestinal y desencadenar diferentes patologías. Las lesiones en el epitelio 

intestinal deben ser reparadas rápidamente para impedir que, tanto las bacterias 

comensales como las patógenas, penetren e invadan al organismo, poniendo en 

riesgo la sobrevivencia del huésped. Por lo tanto, una barrera epitelial íntegra es 

indispensable para mantener al organismo saludable (Gill y col., 2006). Los cambios 

en la microbiota intestinal generan daños en la barrera epitelial y constituyen un  

factor de riesgo para el desarrollo de varias enfermedades, como son las EII, el 

cáncer colorectal (CRC) y el síndrome del intestino irritable (SII). Este tipo de cambios 

comprenden el aumento en la concentración de las bacterias intestinales, ya que 

ciertas colonias microbianas se establecen y pueden influir sobre otras, además la 

interacción microbio-anfitrión llega a promover el desequilibrio de la homeostasis 

intestinal lo que contribuye al progreso de una enfermedad que inicia con la 

inflamación, como sucede en pacientes con las EII (Matsuoka y Kanai, 2014). Los 

cambios en la microbiota pueden originarse por varios factores incluidos factores 

ambientales y genéticos (Xavier y Podolsky, 2007) y se ha reportado que los 

factores genéticos alteran la función de barrera, además de la respuesta inmune 

innata y adaptativa.  

En pacientes con EII existe una respuesta inmune anormal caracterizada por un 

incremento significativo de células pro-inflamatorias (Groschwitz y col., 2009), que 

promueven la producción constante de citocinas, lo que afecta la homeostasis y la 
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función de barrera del epitelio intestinal (Peeters y col., 1997). Por ejemplo, durante 

las EII existe un aumento de las citocinas interferón-γ (IFN-γ) y del factor de necrosis 

tumoral-α (TNF-α), importantes mediadores de los procesos inflamatorios en la 

mucosa intestinal. El IFN-γ y el TNF-α, aumentan la permeabilidad paracelular, al 

inducir cambios la composición molecular de la UE, como la disminución y 

deslocalización de ZO-1, JAM-A, ocludina y de las claudinas 1 y 4, lo que exacerba 

la inflamación de la mucosa intestinal (Adams y col., 1993;  Youakim y Ahdieh; 1999, 

Mankertz y col., 2000; Zolotarevsky y col., 2002). Estas citocinas además, 

disminuyen la proliferación y aumentan la muerte celular (Kaiser y Polk, 1997; 

Ruemmele y col., 1998) a través de la modulación de vías de señalización como Akt-

β-catenina y Wnt-β-catenina (Nava y col., 2010), lo que redunda en la disminución 

de la barrera intestinal. 

 

II.7. Las enfermedades inflamatorias del intestino (EII) alteran la homeostasis 

del epitelio intestinal. 

Las EII comprenden principalmente dos trastornos de etiología desconocida: la colitis 

ulcerosa (CU) y la enfermedad de Crohn (EC). Ambas enfermedades afectan el canal 

alimentario inferior y se manifiestan con los síntomas de dolor abdominal y sangrado. 

La CU afecta al colon y al recto y se distingue por sangrado superficial y ulceraciones 

en la mucosa inflamada. La EC es una enfermedad granulomatosa, en la que los 

pacientes presentan abscesos perianales, rectales y, en ocasiones transmurales, 

llegando a lesionar, además del tracto gastrointestinal, a otros órganos como el 

hígado o la pared abdominal. La EC, daña todo el tracto gastrointestinal, pero más 

frecuentemente el íleon terminal y el colon proximal (Xavier y Podolsky, 2007). Las 

causas que originan las EII se desconocen, pero factores ambientales y genéticos, 

así como la desregulación del sistema inmune del individuo, contribuyen a su 

aparición (Bruewer y col, 2006) a través de una secuencia de eventos que comienza 

con la pérdida de la función de la barrera intestinal, continua con la exposición del 

contenido luminal a las células en la lámina propia y termina con una respuesta 
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inmune exagerada (Clayburgh y col., 2004). La respuesta inflamatoria que se 

presenta durante las EII altera la propiedad de barrera del epitelio intestinal, llegando 

inclusive a permitir el paso de patógenos. La desaparición de la barrera epitelial 

intestinal conduce a una mayor infiltración de células inflamatorias, incrementando 

así la producción de citocinas y otros mediadores de la inflamación, e incrementan el 

daño al epitelio intestinal, creando un círculo vicioso que desencadena un cuadro 

crónico (Bruewer y col., 2003; Adams y col., 1993). En las EII, la microbiota intestinal 

promueve la respuesta de distintos componentes del sistema inmune, que serían los 

responsables de desencadenar la cascada inflamatoria inductora de lesiones en la 

mucosa intestinal (Matsuoka y Kanai, 2014).  

 

II.8. El interferón gamma (IFN-γ). 

Los interferones, denominados así porque interfieren con la replicación viral, son 

citocinas pro-inflamatorias que ejercen funciones inmunomoduladoras, antivirales, 

antitumorales y antiproliferativas, cuando se unen a su receptor en las células blanco, 

tales como macrófagos y células epiteliales intestinales. (Wheelock y col., 1965; 

Groschwitz y col., 2009). Existen tres tipos de interferones: I, II y III. Los del tipo I, 

comprenden al α, β, ω y τ; el tipo II está representado por el IFN-γ y los interferones 

de tipo III, comprenden a el IFN-λ1, 2 y 3 (Uzé y col., 2007). El IFN-γ es producido 

por linfocitos T CD4+, CD8+, las células T γ/δ, así como por las células asesinas 

naturales (NK por sus siglas en inglés). Este interferón es un modulador de la 

inflamación, pero también puede ejercer actividad antiviral (De Maeyer y col., 1984). 

El IFN-γ se produce a través la activación del receptor de células T, patógenos y 

estimuladores no específicos como la concanavalina-A, así como por factores de 

crecimiento y estrógenos (Pestka y col., 2004; Boehm y col., 1997; Bogdan y 

Schleicher, 2006; Sen, 2001). El IFN-γ regula tanto procesos inflamatorios como 

inmunes. Por ejemplo, participa en la defensa del huésped al promover la expresión 

del complejo mayor de histocompatibilidad clase I y II en una gran variedad de células 

del sistema inmune (Vilcek y col., 1985; Trinchieri y Perussia, 1985).  
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Además, el IFN-γ regula el cambio de isotipo de las inmunoglobulinas en las células 

B (Snapper y Paul, 1987). El IFN-γ también regula mecanismos efectores en células 

del sistema inmune. Así, en macrófagos, induce la expresión de receptores que 

reconocen a las células blanco, aumenta la biosíntesis de citocinas, como las 

especies reactivas de oxígeno, el óxido nítrico y el TNF-α (Ding y col., 1988) así 

como diversas proteínas del complemento (Strunk y col., 1985). Por otro lado, el 

IFN-γ se asocia al desarrollo de enfermedades autoinmunes, como la nefritis 

autoinmune (Heremans y col., 1978) y el lupus (Jacob y col., 1987), que mejora con 

un tratamiento de anticuerpos monoclonales contra el IFN-γ. En conjunto estas 

observaciones demuestran que el IFN-γ participa en el desarrollo de varias 

enfermedades autoinmunes. 

II.9. El  Factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α). 

El factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-α) se nombró así por su habilidad de destruir 

células tumorales (Carswell y col., 1975). El TNF-α es una citocina pro-inflamatoria 

producida principalmente por los macrófagos y los monocitos durante la inflamación 

aguda. Esta citocina activa a varias vías de señalización al unirse a su receptor en 

diferentes células blanco, induciendo necrosis o apoptosis (Beyaert y Fiers, 1994; 

Bazzoni y Beutler, 1996; Locksley y col., 2001). El TNF-α, también puede promover 

la sobrevivencia celular a través de la activación del factor de transcripción NFκB 

(Bazzoni and Beutler, 1996; Orlinick y Chao, 1998).  

Las funciones biológicas del TNF-α en el organismo son varias e incluyen estimular 

la respuesta de las células inmunes ante una infección y la resistencia ante agentes 

patógenos (Aggarwal y col., 1991; Vilcek y Lee, 1991). El TNF-α se une a sus 

receptores las proteínas p55 y el p75 en la superficie de las células blanco. p55 y p75 

forman homodímeros que interactúan con una molécula de TNF-α (Mease, 2002). 

Existen 2 formas de TNF-α, una monomérica y otra trimérica, ésta última puede ser 

soluble y unirse a ambos receptores. Una vez que se une a sus receptores el TNF-α 

se internaliza rápidamente en vesículas cubiertas de clatrina y se lleva a los 

lisosomas, donde se degrada (Thoma y col., 1990). El TNF-α ejerce sus efectos al 
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activar a proteínas G, los factores de transcripción como NF-κB, AP-1, cinasas como 

CK-II, Erk-1/2, MAP2, fosfolipasas como PLA2, PLC y esfingomielinasa y caspasas 

(Beyaert y Fiers, 1994; Darnay y Aggarwal, 2000; Thornberry y Lazebnik, 1998; 

Vilcek y Lee, 1991). El TNF-α, además, promueve la defensa del huésped contra la 

infección, ya que induce la maduración de las células dendríticas (CD) y promueve 

la expresión de las proteínas necesarias para la activación y migración de las células 

T (Müller y col., 2009). El TNF-α también puede inducir el reclutamiento de leucocitos 

al endotelio vascular, mediante la inducción de la molécula de adhesión intercelular 

tipo 1 (ICAM-1) (McEver, 1991). El TNF-α tiene propiedades pro-inflamatorias así 

como estimuladoras de la respuesta inmune y es un mediador muy importante de la 

progresión de varias enfermedades autoinmunes como la artritis reumatoide y las EII 

tal como la enfermedad de Crohn.  

II.10. Papel del IFN-γ y TNF-α en el desarrollo de las EII.  

Durante las EII se liberan una gran cantidad de citocinas pro-inflamatorias incluidas 

el IFN-γ y el TNF-α. El incremento de citocinas pro-inflamatorias, en relación con las 

anti-inflamatorias, impide aliviar y perpetúa la inflamación, promoviendo la 

destrucción del tejido (MacDonald y col., 1990, Fais y col., 1994). Las citocinas pro-

inflamatorias se asocian con las afectaciones observadas en las EII, como la 

estenosis intestinal, el sangrado rectal, los abscesos, la formación de fistulas, y las 

neoplastias asociadas con colitis (Danese y Fiocchi, 2011; Baumgart y Sandborn, 

2012; Peyrin-Biroulet y col., 2011). En pacientes con EII las citocinas pro y anti-

inflamatorias se producen por células dendríticas (CD), neutrófilos, macrófagos, 

células asesinas naturales (NK), células epiteliales intestinales (CEI), células 

linfoides del sistema innato (ILCs), células T efectoras de la mucosa (células T; TH1, 

TH2 y TH17) y células T reguladoras en la mucosa inflamada, en respuesta a factores 

ambientales como los microorganismos de la microbiota intestinal (Moldoveanu y 

col., 2015). Las citocinas pro-inflamatorias IFN- y TNF-α participan en la destrucción 

de la barrera epitelial intestinal (Suzuki, 2013; Beaurepaire y col., 2009; Wang y 

col., 2005).  
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De hecho, la exposición constante a estas citocinas promueve la deslocalización de 

las proteínas de la UE ZO-1, JAM-A, ocludina y claudinas 1 y 4, de la membrana 

lateral hacia el citosol (Zolotarevsky y col., 2002).  

La expresión anormal de estas proteínas aumenta la permeabilidad del epitelio 

intestinal y estimula vías de señalización que reducen la proliferación celular y 

aumentan la apoptosis (Schmitz y col., 1999; Gitter y col., 2000; Bruewer y col., 

2003; Nava y col., 2010). Aunque los mecanismos que contribuyen en la 

reorganización de las proteínas de la UE no se han elucidado completamente, se 

cree que la fosforilación de la cadena ligera de la miosina (MLC, por sus siglas en 

ingles), por la cinasa de MLC (MLCK, por sus siglas en ingles), promueve la 

desorganización de las proteínas de la UE aumentando la permeabilidad del epitelio 

intestinal (Zolotarevsky y col., 2002).  Por otro lado, se ha demostrado que las 

proteínas de la UA controlan diversas vías de señalización que regulan diferentes 

procesos biológicos entre los que se incluyen: la proliferación, la diferenciación y la 

sobrevivencia celular (Miller y Moon, 1996; Peifer y col., 1997; Day y col., 1999). Las 

citocinas pro-inflamatorias pueden afectar estos procesos biológicos, ya que influyen 

sobre las vías PI3K/Akt, NOs y JAK/STAT en las CEI (Nguyen y col., 2001, Frost y 

col., 2009, Nava y col., 2010).  

 

II.11. La vía PI3K/Akt durante la inflamación intestinal. 

La vía de señalización PI3K/Akt regula numerosos procesos biológicos celulares, 

como el crecimiento y la supervivencia. Varios factores de crecimiento y otros 

compuestos reguladores estimulan fisiológicamente esta vía. La activación de esta 

vía consta de varios pasos, la unión a su ligando (factor de crecimiento, insulina, etc.) 

induce la autofosforilación del receptor en la membrana plasmática quien a su vez, 

promueve la fosforilación y activación de la cinasa PI3K (Figura 5). PI3K activa 

promueve la conversión del fosfatidil inositol 3,4 difosfato (PIP2) en fosfatidil inositol 

3, 4, 5 trifosfato (PIP3) en microdominios de la membrana plasmática. 
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Esto permite el reclutamiento de la proteína Akt a la membrana, debido a la 

interacción del dominio de homología con la pleckstrina (PH) de Akt con los 

fosfolípidos de membrana (Figura 5). Además del reclutamiento de Akt, PIP3 induce 

el reclutamiento de las cinasas PDK1 y PDK2 (mTORC2) a los mismos 

microdominios, lo que permite que estas cinasas fosforilen a Akt en los residuos 

treonina 308 y serina 473, respectivamente. Es importante mencionar que PDK1 es 

la única cinasa que fosforila la treonina 308, mientras que mTORC2 fosforila 

principalmente a la serina 473, un residuo que tambien puede ser fosforilado por 

otras cinasas, como la ligada a la integrina (ILK) (Delcommenne y col., 1998) y PKCε 

(Kawakami y col., 2004). La fosforilación en estos residuos activa completamente 

Akt y permite que la molécula se disocie de la membrana y se relocalice a diferentes 

compartimientos celulares, donde interactúa con diferentes blancos que regulan la 

sobrevivencia, la proliferación, el metabolismo y la migración celular a través de la 

fosforilación de numerosos substratos (Figura 5) (Downward, 2004). 

 

Figura 5. La vía PI3K/Akt. Esta vía se estimula fisiológicamente como consecuencia de la activación 

de receptores de membrana del tipo tirosina cinasa al unirse un factor de crecimiento (EGF, insulina, 
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etc.), mismos que se autofosforilan y fosforilan a  su vez a PI3K. La PI3K activa, fosforila el fosfatidil 

inositol 3,4 difosfato (PIP2), convirtiéndolo en fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el cual permite 

el reclutamiento a la membrana a la proteína Akt, donde esta es fosforilada por el complejo mTORC2 

en la serina 473 y por PDK-1 en la treonina 308. Una vez que Akt se fosforila en estos dos residuos, 

se desprende de la membrana y fosforila, a una gran cantidad de sustratos citosolicos y nucleares, 

para regular la proliferación, la migración y la muerte de las células. 

El IFN-γ y el TNF-α, sinérgicamente influyen en procesos tan distintos como la 

proliferación y la muerte de las CEI durante la inflamación intestinal, al promover la 

activación de la vía PI3K/Akt y regular positivamente la actividad transcripcional de 

la proteína β-catenina. La fosforilación de la β-catenina en la serina 552 por Akt 

promueve la proliferación celular pero después induce la expresión de la proteína 

DKK-1, que inhibe a la vía Wnt/-catenina. Durante la inflamación, la presencia de 

IFN-γ y TNF-α es crónica, por lo tanto la exposición prolongada a estas citocinas 

apaga la vía y lleva a la muerte celular  (Figura 6). 

 

Figura 6. El IFN-γ regula la homeostasis de las CEI al modular de manera secuencial las vías 

de señalización Akt/β-catenina y Wnt/β-catenina. El IFN-γ activa o inhibe la proliferación celular al 
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modular la señalización de la β-catenina. Al inicio de la inflamación, el IFN-γ activa a la β-catenina a 

través de la vía PI3K/Akt, la β-catenina a su vez se transloca al núcleo, promoviendo la transcripción 

de genes relacionados con la proliferación celular. Sin embargo, la translocación de la β-catenina al 

núcleo, también promueve la transcripción del inhibidor de la vía Wnt/β-catenina, DKK-1 en la mucosa 

intestinal.  Cuando la activación de la vía Akt/β-catenina por las citocinas se vuelve crónica DKK-1 

promueve la degradación del complejo DKK-1/Kremen-1/LRP6, lo que inhibe la proliferación celular y 

dispara la apoptosis.  

 

II.12. Las proteínas 14-3-3. 

Las proteínas adaptadoras 14-3-3 constituyen una familia de proteínas muy 

conservadas que pesan alrededor de 30kDa. El nombre se deriva de su patrón de 

elución durante una cromatografía de DEAE celulosa (Dietilaminoetil-celulosa), ya 

que se obtiene en la 14 fracción y por la posición de migración después de una 

electroforesis en gel de dos dimensiones. Las proteínas 14-3-3 se expresan en varias 

isoformas y genes en diferentes organismos. Por ejemplo, en las levaduras existen 

únicamente dos genes, mientras que en los eucariotas superiores puede haber hasta 

15 genes y existen varias isoformas. En los mamíferos se han identificado hasta la 

fecha 7 isotipos de 14-3-3: β, ε, η, γ, τ, ζ, y σ. Con excepción de la 14-3-3σ, las 

proteínas 14-3-3 pueden formar homo o heterodímeros (Wilker y col., 2005; Gardino 

y col., 2006). Las proteínas 14-3-3 se unen de manera específica a residuos 

fosforilados en serina o treonina de las proteínas blanco y estas interacciones son de 

especial importancia para el ensamble de muchos complejos proteína-proteína 

(Muslin y col., 1996). Esta capacidad de asociación las hace especialmente 

importantes en la regulación y coordinación de muchos procesos biológicos 

celulares, como la progresión del ciclo celular, la apoptosis, el metabolismo, la 

regulación de la transcripción, reparación del ADN y autofagia (Figura 7) (Pozuelo-

Rubio y col., 2004).  
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Figura 7. Las principales funciones de las proteínas 14-3-3. Las proteínas 14-3-3 regulan el  ciclo 

celular, el tráfico y localización subcelular de las proteínas, el mantenimiento del citoesqueleto, la 

transcripción celular y la autofagia. 

 

II.13. Las proteínas 14-3-3 son reguladoras de la autofagia. 

La autofagia es regulada por diferentes vías de señalización, incluyendo las MAPKs, 

PI3K/Akt y mTORC1 (Figuras 8 y 9). Las proteínas 14-3-3 se unen a los iniciadores 

del proceso de la autofagia, mTORC1, TSC2 y PRAS40 impiden la progresión de la 

señal productora de autofagia (Wullschleger y col., 2006; Steinberg y Kemp, 2009).  
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II.14. La autofagia. 

La autofagia es un proceso adaptativo catabólico de auto-digestión. En la autofagia 

se promueve la sobrevivencia celular en respuesta a la carencia de nutrientes y por 

ello los organelos y las proteínas son llevadas a los lisosomas para su degradación 

y posterior reciclaje de sus componentes (Levine y Klionsky, 2004). La carencia de 

cualquier nutriente esencial induce que una doble membrana, originada del retículo 

endoplásmico envuelva componentes citoplasmáticos, como las proteínas y los 

organelos. Esta estructura se denomina autofagosoma y posteriormente se fusiona 

con los lisosomas para generar el llamado autolisosoma. La autofagia involucra la 

expresión de varios genes de la familia de las proteínas relacionadas con la autofagia 

o ATG (Mizushima y col., 2011) y de una maquinaria proteica requerida para el inicio, 

elongación y maduración de los autofagosomas, la fusión de estos con los lisosomas 

y así degradar el contenido de los autolisosomas (Figura 8).  

 

Figura 8. Representación esquemática del proceso de autofagia. La autofagia promueve la 

sobrevivencia celular en condiciones de estrés celular, como la carencia de nutrientes. La autofagia 

se caracteriza porque los componentes citoplasmáticos como las proteínas y los organelos se 

envuelven en vesículas de doble membrana denominadas autofagosomas, que se llevan a 

degradación en los lisosomas para su reciclaje. 

El regulador principal de la autofagia es el complejo blanco de la rapamicina en 

células de mamífero (mTORC1, por sus siglas en inglés). Cuando una célula tiene 

una fuente estable de energía y nutrientes, el complejo mTORC1 fosforila a las 
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proteínas iniciadoras de la autofagia ULK-1/2 (Figura 9a), lo que inhibe a la autofagia. 

En cambio, cuando una célula carece de nutrientes, la actividad de mTORC1 

disminuye o se inhibe, induciendo el inicio de la autofagia (Figura 9b). 

 

Figura 9. El complejo mTORC1 es el principal regulador de la autofagia. La inducción de la 

autofagia requiere de la inhibición del complejo mTORC1, que bajo condiciones normales bloquea el 

inicio de la autofagia al fosforilar a las proteínas ULK 1 y 2. 

Para que se induzca la autofagia se necesita de un sistema que cense la 

disponibilidad de nutrientes y energía en las células. Tal papel lo realizan las cinasas 

de proteínas activadas por AMP (AMPKs, por sus siglas en inglés) que censan la 

relación AMP/ATP y regulan varias vías metabólicas que contribuyen a la 

sobrevivencia celular (Wullschleger y col., 2006).  



24 
 

El complejo mTORC1 responde a estas señales en condiciones de escasez de 

nutrientes o energía lo cual determinara el destino de la célula. La actividad de 

mTORC1, se regula por su asociación con las proteínas 14-3-3. Durante condiciones 

normales de crecimiento, las proteinas14-3-3 se unen a las proteínas TCS2, PRAS40 

y hVps34, bloqueando el inicio de la autofagia; ante la carencia de nutrientes, se 

unen a raptor del complejo mTORC1 y a ULK1, lo que promueve el inicio de la 

autofagia. Raptor es un substrato de las cinasas AMPKs, en ausencia de nutrientes 

AMPK fosforila a raptor en los residuos de Ser722 y de Ser 792, promoviendo su 

unión con las proteínas 14-3-3 lo que induce la inhibición del complejo mTORC1 e 

inicia la autofagia (Gwinn y col., 2008). En esta tesis se investigó la relación que 

guardan las proteínas 14-3-3 con el inicio de la autofagia y la activación de Akt 

durante la inflamación en las CEI. 
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III. HIPÓTESIS 

Las proteínas 14-3-3 regulan la fosforilación de Akt en la treonina 308 durante la 

inflamación en las células epiteliales intestinales. 

 

IV. OBJETIVOS 

 

IV.1. Objetivo general 

Investigar si el IFN-γ y el TNF-α promueven la asociación de las proteínas 14-3-3 con 

PDK-1 para inhibir la fosforilación de Akt en la treonina 308 en las células epiteliales 

intestinales. 

 

IV.2. Objetivos particulares 

I. Investigar si los estímulos pro-inflamatorios aumentan la fosforilación de Akt 

en la treonina 308 en las CEI. 

II. Analizar si PDK-1 se activa cuando las CEI se someten a estímulos pro-

inflamatorios. 

III. Investigar si los estímulos pro-inflamatorios aumentan o disminuyen la 

cantidad de las proteínas 14-3-3η y θ. 

IV. Identificar el mecanismo mediante el cual las citocinas pro-inflamatorias IFN-

γ y TNF-α inducen la degradación de la proteína 14-3-3η. 

V. Analizar el efecto de la inhibición de Akt en las CEI durante los procesos 

inflamatorios. 
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V. MATERIALES Y METODOS 

En este trabajo se usaron modelos de inflamación así como técnicas bioquímicas 

que incluyen inmunodetección en membrana de nitrocelulosa (WB, western blot), la 

sobre-expresión de proteínas e inmunoprecipitación, las cuales se complementaron 

con el uso de los inhibidores de las proteínas 14-3-3 (BV02) o de la cinasa Akt 

(inhibidor VIII). 

V.1 Anticuerpos y reactivos. 

Las citocinas recombinantes humanas IFN- y TNF- se obtuvieron de Peprotech 

(Rocky Hill, NJ) y se usaron a una concentración de 100 y 110 U/ml respectivamente 

para los tratamientos in vitro. La información sobre los anticuerpos primaros se 

describe en la tabla 1 (Nava y col., 2014). Las transfecciones de los plásmidos se 

realizaron con Lipofectamina 2000 (Invitrogen; Grand Island, NY). El inhibidor de Akt, 

Akt inhibitor VIII (Calbiochem; Darmstadt, Germany) y el pan-inhibidor de 14-3-3, el 

BV02 (Sigma; St Louis, MO) se usaron de acuerdo a las recomendaciones de los 

proveedores. El dextran sulfato de sodio (DSS, 40K-50K de peso molecular) se 

compró a Affymetrix, USB products (Santa Clara, CA). Los anticuerpos secundarios 

se compraron a Invitrogen y Jackson Immuno Research. 

V.2. Cultivo celular. 

Las líneas celulares de colon SW480 y RKO se cultivaron en medio DMEM con 10% 

suero fetal bovino, 100U/ml de penicilina y 100 μg/ml de estreptomicina. Los cultivos 

se mantuvieron en una incubadora a 37 oC centígrados con 5% de CO2. Las células 

se sembraron en cajas de cultivo para ser tratadas con las citocinas IFN-γ y TNF-α. 

Además, se sembraron células en cubreobjetos cubiertos de colágeno para los 

experimentos de inmunodetección. 
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V.3. Transfección de las diferentes construcciones en las células SW480. 

Las células SW-480 se cultivaron y mantuvieron siguiendo los procedimientos 

descritos anteriormente. Las células se transfectaron con Lipofectamina 2000 

(Invitrogen, San Diego, Calif.) según las instrucciones del proveedor.  

V.4. Experimentos en Animales. 

Todos los procedimientos con animales fueron revisados y aprobados por el comité 

institucional de manejo y uso de animales de laboratorio (Institutional Committee for 

Care and Use of Laboratory Animals; CICUAL) en el CINVESTAV y desarrollados de 

acuerdo a los criterios establecidos por el CONACYT. Los ratones C57Bl/6J se 

compraron a The Jackson Laboratories. Los animales se mantuvieron en cautiverio 

en condiciones estándar y con ciclos de luz oscuridad 12 h/12 h con comida y agua 

ad libitum (Laukoetter y col., 2007). La inmunodetección e inmunofluorescencia de 

los tejidos animales se realizó siguiendo los lineamientos establecidos anteriormente 

(Laukoetter y col., 2007).  

V.5. Tratamientos con IFN-γ y TNF-α en las células SW480 y RKO. 

Las células SW480 y RKO, se sembraron a confluencia en medio DMEM. 

Posteriormente se trataron con IFN-γ y con TNF-α (Peprotech, Rocky Hill, NJ) a una 

concentración de 100 y 110 U/ml respectivamente. 

V.6. Inducción de colitis con DSS. 

Para realizar los ensayos de colitis experimental, los ratones se trataron con dextran 

sulfato de sodio (DSS 3%, US biologicals) en agua de beber. El índice de actividad 

de la enfermedad (DAI), se monitoreo diariamente de acuerdo al método descrito por 

Cooper y col., 1993. 
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V.7. Ensayos de proliferación y apoptosis. 

La proliferación celular se determinó in vivo por la inyección intraperitoneal de 100μg 

de 5-etinil-deoxiuridina (EdU, Invitrogen). La incorporación de EdU se observó con el 

kit de proliferación celular Click-it EdU (Invitrogen), de acuerdo a las instrucciones del 

proveedor. La apoptosis in vivo se determinó por WB e inmunofluorescencia indirecta 

utilizando un anticuerpo contra caspasa-3 activa. Para estudiar la muerte de las CEI, 

se detectó la cantidad del antígeno CK18 por el ensayo M30, de acuerdo a las 

instrucciones del proveedor (M30 CytoDEATH). 

V.8. Ensayos de inmunodetección en membranas de nitrocelulosa. 

Para las inmunodetecciones las muestras se colectaron en solución amortiguadora 

de lisis Ripa (150 mM NaCl, 1% NP-40, 0.5% ácido deoxycolico, 0.1% SDS, 50 mM 

Tris [pH 8.0]) suplementada con inhibidores de proteasas y fosfatasas (protease 

inhibitor cocktail, Roche). Posteriormente las muestras se sonicaron y clarificaron por 

centrifugación. La determinación de proteínas se hizo usando el sistema de BCA 

(Pierce; Rockford, IL), y las muestras se prepararon en solución amortiguadora de 

carga 4X (Bolt,Thermo Fisher Scientific Inc, Waltham, Ma.), adicionado  con β-

mercapto-etanol (Sigma; St. Louis, MO). Cantidades iguales de proteínas se 

fraccionaron en geles de SDS-PAGE y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. 

Las membranas se bloquearon con 2% wt/vol de leche descremada disuelta en 

solución amortiguadora de Tris (Sigma; St. Louis, MO) y adicionada con 0.1% Tween-

20 (Sigma; St. Louis, MO). Los anticuerpos primarios se incubaron en la misma 

solución durante toda la noche a 4°C. Los complejos antígeno-anticuerpo se 

detectaron a través de una reacción de quimioluminicencia (HyGLO Quick Spray, 

Denville Scientific, Inc.) usando placas fotográficas (Kodak, Rochester, N.Y.).  
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Tabla 1. Resumen de anticuerpos utilizados en los ensayos de Wb 

Anticuerpo primario Producido en Dilución Marca/Catálogo 

Monoclonal Akt-1 Conejo 1:1,000 Cell Signalling/2938 

Monoclonal 

pAkt T308 

Conejo 1:1,000 Cell Signalling/9275 

Monoclonal 

pAkt S473 

Conejo 1:1,000 Cell Siganlling/9271 

Policlonal pHistona 

3 Ser 10 

Conejo 1:1,000 Abcam/ab5176 

Policlonal GSK3β Conejo 1:1,000 Santa Cruz/sc-9166 

Policlonal pGSK3β 

ser9 

Conejo 1:1,000 Abcam/ab9769 

Policlonal β-

catenina 

Conejo 1:1,000 Santa Cruz/sc-7199 

Monoclonal pβ-

catenina S552 

Conejo 1:5,000 Cell Signalling/5651S 

 

 

 

Policlonal PDK1 Conejo 1:2,000 Cell Signalling/3062 

Policlonal pPDK1 

S241 

Conejo 1:1,000 Cell Signalling/3061 

Policlonal Oct-A Conejo 1:2,000 Santa Cruz/sc-807 

Monoclonal 14-3-3η Conejo 1:1,000 Cell Signalling/5521 

Policlonal 14-3-3ζ Conejo 1:2,000 Santa Cruz/sc-1019 

Policlonal p14-3-3ζ 

S58 

Conejo 1:1,000 Abcam/ab51109 

Policlonal Raptor Conejo 1:1,000 Abcam/ab5454 

Monoclonal GAPDH Ratón 1:30,000 Santa Cruz/sc-32233 

 



30 
 

V.9. Microscopía de inmunofluorescencia. 

Las secciones de colon de ratón se trataron con paraformaldehído 2X (PFA en PBS) 

por 20min, pH=7.4. Después se realizaron 2 lavados con PBS 1X, y las secciones se 

dejaron reposar por 5 min en PBS en una cámara. Posteriormente los tejidos se 

fijaron con metanol a -20 °C por 20 min.  Se hicieron dos lavados con PBS y las 

secciones de tejido se dejaron reposar por 5 min en PBS. Después se realizó el 

bloqueo de los sitios inespecíficos incubando con albumina sérica bovina al 1% (BSA 

libre de IgG) disuelta en PBS por 1 hora, para después incubar por 24 horas a 4 °C 

con los anticuerpos primarios disueltos en BSA al 1%. En seguida los tejidos se 

lavaron 3 veces con PBS al 1X por 10 minutos. Las preparaciones se incubaron con 

los anticuerpos secundarios correspondientes para detectar a la β-catenina y pβ-

catenina S552 y demás proteínas. Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS al 

1X  y después se marcaron los núcleos al incubar durante 10 minutos con TO-PRO3 

(1:1000 en PBS1X) (Molecular Probes, Grand Island, NY, USA). Al término de este 

tiempo se hicieron 3 lavados de 5 min con PBS 1X y las secciones de tejido se 

montaron con VECTASHIELD (Vector Laboratories, Burlingame, Ca). Las imágenes 

se tomaron con un microscopio confocal LSM710 (Zeiss, Jena, Alemania), se usaron 

los objetivos  de aceite Plan-NEOFLUAR 1003/1.3 y 403/1.3 y el objetivo seco 

203/0.5, las imágenes se editaron con el programa provisto por el vendedor (ZEN 

lite, Zeiss; Jena, Alemania). 

V.10. Fraccionamiento celular.  

Las células SW480 se lisaron con el amortiguador isotónico A (Hepes 40 mM pH=7.4, 

120 ml KCl, EGTA 2 mM, glicerol al 0.4%, 10 mM b-glicerol fosfato, NP-40 al 0.4% y 

se adicionaron inhibidores de proteasas), la concentración final del detergente 

utilizado fue 0.2% (aproximadamente 0.3 ml del amortiguador A para las células 

crecidas en placas de 15 cm), las células se mantuvieron con el amortiguador en 

ligera rotación por 30 min a 4 oC. Los núcleos se separaron por centrifugación a 1,000 

x g por 5 min, el sobrenadante se centrifugo después a 10,000 x g por 10 min para 

obtener la fracción citosólica. La pastilla obtenida de los núcleos se lavó suavemente 
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con NP-40 al 0.1% y con amortiguador A sin detergente, posteriormente se centrifugo 

a 1,000 x g por 5 min, se descartó el sobrenadante. La fracción nuclear se re-

suspendió en el amortiguador B (Tris-HCl 10 mM a pH=7.4, KCl1.5 mM, Triton X-100 

0.5%; Deoxicolato 0.5%, MgCl2 2.5 mM, LiCl 0.2 M en relación 1:2 v/v y se le adiciono 

inhibidores de proteasas), las fracciones se pusieron en rotación 1 hora a 4 oC, el 

extracto se separó por centrifugación a 2,000 x g por 5 min. Posteriormente el 

extracto se centrifugo a 10,000 x g por 10 min para obtener la fracción perinuclear 

(PNF). La pastilla que contiene a los núcleos se re-suspendió en un amortiguador 

que contenía sucrosa a 0.34 M y fue separada por centrifugación a 2,000 x g por 10 

min. Los núcleos se disolvieron en urea 8 M, se sonicaron para obtener la fracción 

nuclear (cNF), y se clarifico por centrifugación a 10,000 x g por 10 min. 

 

V.11. Detección de Akt activa en los núcleos de las CEI de ratón. 

Para aislar los núcleos de colon de ratón, el colon se extrajo rápidamente y a partir 

de este se obtuvo la mucosa separándola del resto del tejido, consiguiendo con esto 

una capa de CEI, esta capa se homogenizo en una proporción 1:10 con 10 golpes 

en amortiguador “A” (Amortiguador de fosfatos 10 mM pH= 7.0, MgCl2 3 mM, 

Sacarosa 0.32 M). El homogenado se centrifugó a 3000 rpm por 20 min a 4 °C. El 

sobrenadante se retiró cuidadosamente  y la pastilla se resuspendió suavemente en 

60 ml de amortiguador “B” (Tris-HCl 20 mM, pH 7.6, KH2PO4 4 mM, MgCl2 3mM, 

sacarosa 1.16 M). De la suspensión anterior se colocaron 10 ml sobre1.5 ml de un 

colchón se sacarosa  2 M en amortiguador B. El  colchón se centrifugó a 33,000 rpm  

durante 100 min a 4°C en un rotor SW 40-Ti. Después de la centrifugación los núcleos 

se recuperaron removiendo la parte superior del colchón sin re-suspender la pastilla 

nuclear. Los núcleos se lavaron 2 veces con PBS. Para comprobar la integridad de 

los núcleos se observaron al  microscopio de campo claro. 
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V.11. Estadística.  

Los datos se analizaron mediante ANOVA de una cola con la prueba de Dunnet o la 

prueba de T  Student´s con doble cola (GraphPad Software; La Jolla, CA). p < 0.05 

se consideró estadísticamente significativo. 

 

VI. Resultados. 

VI.1. La vía de señalización de Akt es activada en CEI de los ratones con colitis.   

Los mecanismos que controlan la activación de Akt durante los procesos 

inflamatorios intestinales no se conocen a fondo. Primeramente se analizó si tres 

elementos de la vía Akt (pAkt 308, pGSK3β S9 y pβ-catenina S552) se encuentran 

activos en la mucosa de ratones nativos con colitis inducida con DSS (Perse y Cerar, 

2012). Como se muestra en la figura 10A, la forma activa de Akt (pAkt treonina 308) 

aumenta en la mucosa de los animales con colitis, en comparación con los animales 

control. Además, en la figura 10A se observa que aumenta la fosforilación de los 

sustratos de Akt, GSK3β fosforilada en la serina 9 (Jope y col., 2007) y la β-catenina 

fosforilada en la serina 552 (Fang y col., 2007), sin que cambie la cantidad total de 

estas proteínas (Fig. 10A). La activación de Akt ocurre en las células epiteliales que 

se encuentran a lo largo de todo el eje cripta – superficie, en los ratones control 

(Figura 10B). Sin embargo, Akt se encuentra más activa en las células epiteliales 

intestinales de los ratones con colitis (Figura 10B). Es decir la vía de Akt se activa 

en los animales con colitis. 
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Figura 10. La vía de señalización de Akt se activa en las células epiteliales durante la colitis. 

(A) La cantidad de pAkt308, Akt1, pGSK3, GSK3, pβ-cat552, y de  la β-catenina, se analizó por 

inmunodetección en membranas de nitrocelulosa en la mucosa de animales control y animales 

tratados con colitis inducida por DSS. La actina se usó como control de carga. (B) La distribución de 

la E-cadherina (rojo), pAkt308 (verde), pGSK3 (rojo), EdU (verde) y pβ-cat552 (verde) se investigó 

en la mucosa de los ratones control y con colitis usando inmunofluorescencia indirecta. Núcleos en 

azul. n=3.  

La activación de Akt en el epitelio intestinal durante la inflamación puede reducir la 

proliferación. Para investigar esta posibilidad se evaluó el índice de actividad de la 

enfermedad (DAI, por sus siglas en inglés), que valora los distintos grados o signos 

de la colitis (Cooper y col., 1993). Además se analizó la cantidad del antígeno nuclear 

de proliferación celular (PCNA por sus siglas en inglés) y la histona H3 fosforilada 

(pHist3), en lisados de mucosa de colon obtenidos de los animales control o tratados 

con DSS. Observamos que existe una disminución gradual en la proliferación celular 

conforme aumenta el nivel de colitis (DAI) (Figura 11A) y como consecuencia se 
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acorta la longitud del colon (Figura 11B). Cuando comparamos la presencia de Akt 

activa (Akt Ser473 y Akt Tre308) con los marcadores de proliferación, detectamos 

que Akt está más fosforilada durante la inflamación y que no existe correlación alguna 

entre la activación de la molécula y la presencia de PCNA y pHist3. Esto demuestra 

que la activación de Akt reduce la proliferación celular durante colitis (Figura 11A vs 

11C y 11D). Sin embargo, llama la atención que los niveles de pAkt308 y pAkt473 

tengan un comportamiento distinto (figura 11D). Así, mientras la pAkt473 aumenta 

desde el primer día y se mantiene elevada durante el curso del experimento, pAkt308 

oscila (Figura 11D). Sin embargo, la cantidad de Akt total varia muy poco durante el 

curso del experimento (Fig. 11C). Estos resultados sugieren que la fosforilación de 

Akt en la Tre308 y en la Ser473 es regulada de manera distinta durante los procesos 

inflamatorios. Para confirmar estos hallazgos, se analizó el estatus de la fosforilación 

de Akt en la Tre 308 y en la Ser 473, en los lisados de las células SW480 expuestas 

al IFN-γ por 1-12 hrs. Los resultados revelaron que la fosforilación de Akt en la serina 

473 y en la treonina 308 aumentan a partir de una hora y permanecen elevadas hasta 

las 12 horas después de la exposición a las citocinas (Figura 11E). Sin embargo, al 

igual que se observa en el ratón, la fosforilación en la Ser 473 y en la Tre 308 siguen 

una cinética distinta (Figura 11F), sin que se modifique Akt total (Figura 11E).  
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Figura 11. La inflamación inducida por el DSS disminuye la proliferación celular y la longitud 

del colon. (A) Efecto de la inflamación inducida por el DSS utilizando marcadores de proliferación 

celular (PCNA, pHistona3), y el índice de actividad de la enfermedad (DAI). Los ratones se trataron 

con DSS al 3%, disuelto en agua durante de 1 a 4 días. Los valores relativos para PCNA y pHistona3 

se obtuvieron de los análisis densitométricos normalizados contra actina. El índice DAI se analizó 

como se había reportado previamente (Cooper y col., 1993). n=6. (B) Imágenes representativas de 

tejido del colon obtenido de los animales control, y con colitis, tratados durante los mismos tiempos y 
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condiciones que en (A). n=6. (C) La fosforilación de Akt en la serina 473 y la treonina 308 junto con la 

cantidad total de Akt se analizó en la mucosa de animales control y tratados con DSS  por 1-4 días. 

El nivel de actina se usó como control de carga. (D) El análisis densitométrico de los resultados 

obtenidos al cuantificar la inmunodetección tanto de pAkt473, como de pAkt308 se presenta como un 

gráfico de líneas (n= 4). (E) Los niveles de las fosfoformas de Akt, pAkt473 y pAkt308 junto con los 

niveles de panAkt se analizaron en células SW480 tratadas con IFN-γ por 1-4 días. La actina se usó 

como control de carga. (F) El análisis densitométrico realizado a pAkt473 y pAkt308 de las células 

SW480 tratadas con las citocinas se presenta como un gráfico de líneas  (n= 3). 

En conjunto, todos estos resultados confirman que la fosforilación de Akt en la serina 

473 y en la treonina 308 es importante para la activación de la cinasa durante la 

inflamación y que ambos residuos se regulan diferencialmente durante la colitis.  

Además de la fosforilación de la Ser473 y la Tre308, la activación de Akt puede 

involucrar la Tre450 (Shaw y col., 2006) y la Ser246 (Li y col., 2006). Por lo tanto se 

analizó estos residuos en las muestras de los animales con colitis. Como se muestra 

en la figura 12, el patrón de expresión de pAkt450 y pAkt246 disminuye durante la 

inflamación (Figura 12A). Además, como se observó en los ratones, en el modelo in 

vivo, el tratamiento con las citocinas induce un incremento en el nivel de pAkt450 en 

función del tiempo, a la vez que disminuye pAkt246 (Figura 12B). En conjunto estos 

resultados sugieren que la fosforilacion en la Ser246 y Tre 450 de Akt no confieren 

estabilidad a Akt durante periodos de inflamación. 

 

Figura 12. El nivel de Akt fosforilada en los residuos de Ser 246 y Tre 450 disminuye durante la 

inflamación intestinal. Efecto del proceso inflamatorio sobre el nivel de fosforilación de los residuos 

Ser246 y Tre450 de Akt, analizados por western blot tanto in vivo (A), así como in vitro (B). Los ratones 

de la cepa C57BL/6J se trataron con DSS disuelto en agua al 3% durante 1 a 4 días. Las células 

SW480 se trataron con IFN-γ (100 U/ml). La actina se utilizó como control de carga. 
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VI.2. Durante la colitis, la proteína 14-3-3η regula la fosforilación de la Tre308  

de Akt en las CEI.  

En seguida se investigó qué mecanismo induce la activación de Akt en el residuo 

Tre308, en el epitelio intestinal durante la inflamación. Esta fosforilación la realiza 

PDK1, quien además fosforila a otros substratos como las cinasas p70S6 y P90S6 

(Mora y col., 2004). Se ha observado que PDK1 se auto-fosforila en la serina 241 lo 

que aumenta su actividad de cinasa (Casamayor y col., 1999). De manera que se 

investigó si aumenta esta fosforilación en la mucosa de los ratones tratados con DSS. 

Interesantemente el proceso inflamatorio disparado por el DSS aumento la 

fosforilación especifica de PDK1 en la Ser241, pero no su cantidad total (Figura 13A). 

Por otro lado, las proteínas 14-3-3 se asocian a PDK1 e inhiben su activación (Sato 

y col., 2002). Por lo tanto, el siguiente paso fue investigar cuál miembro de la familia 

de las 14-3-3 inhibe a PDK1. Para ello se transfectaron los cADN de distintos 

miembros de estas proteínas en las células epiteliales SW480. 14-3-3η y θ, inhiben 

la autofosforilación de PDK1 (figura 13B), pero no 14-3-3β, ε o ζ. En seguida se 

midió la cantidad de 14-3-3η en la mucosa de los ratones con colitis. Como se 

muestra en la figura 13C, el contenido de 14-3-3η en la mucosa de los ratones con 

colitis es menor que en los animales control, mientras que la cantidad de 14-3-3θ, 

aumenta con respecto al control. Sin embargo, no se detectaron cambios en la 

cantidad de 14-3-3ε o ζ (Figura 13C). Aún más, el análisis densitométrico realizado 

a las películas obtenidas en los ensayos de inmunodetección para pPDK1 y 14-3-3η 

corroboró que la cantidad de 14-3-3η disminuye en la mucosa de animales con colitis, 

mientras la cantidad de pPDK1 Ser241 aumenta (Figura 13D), como era de 

esperarse. No se detectaron cambios en la cantidad de 14-3-3ζ o ε (Figura 13D). Por 

otro lado, por inmunofluorescencia se observó que 14-3-3η y pPDK1 están presentes 

a lo largo de todo el eje superficie-cripta de los animales control (Figura 13E). Sin 

embargo, mientras 14-3-3η se enriquece en la base de la cripta, PDK1 se expresa 

principalmente en el tercio superior de las criptas de colon (Figura 13E). En 

correspondencia a lo observado en los ensayos de inmunodetección, los animales 

con colitis expresaban menos 14-3-3η y más pPDK1 que los controles (Figura 13E). 
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En conjunto, estos resultados sugieren que la disminución de 14-3-3η favorece un 

incremento de la actividad de PDK1 durante inflamación en las CEI. 

 

Figura 13. El nivel de 14-3-3 disminuye durante los procesos inflamatorios.  
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(A) La cantidad de la forma activa de PDK1 (pPDK1 S241) y PDK1 se analizó a través de la 

inmunodetección en nitrocelulosa en muestras de la mucosa de ratones expuestos a DSS por 4 días. 

La actina total se usó como control de carga. (B) La cantidad de pPDK1 Ser241 y PDK1 se determinó 

en extractos proteicos de células SW480 transfectadas con plásmidos que codifican para 14-3-3, 14-

3-3θ, 14-3-3β, 14-3-3 o 14-3-3. Los valores densitométricos obtenidos aparecen como números en 

la parte baja de la inmunodetección. Las proteínas se marcaron con la bandera Flag. La actina se usó 

como control de carga. * marca una banda inespecífica obtenida con el  anticuerpo anti Oct-A. (C) La 

cantidad de 14-3-3, 14-3-3  y 14-3-3 se analizó en mucosas obtenidas de ratones control y tratados 

con DSS. La actina se usó como control de carga. El gráfico en (D) corresponde a los valores 

densitométricos relativos que se obtuvieron para pPDK1, 14-3-3, 14-3-3  en las muestras de los 

ratones con colitis. Estos valores se normalizaron con respecto al control de carga (n=6). 

*p<0.005;**p<0.001. (E) La localización de pPDK1 (Verde) y 14-3-3 (Verde) se investigó por 

inmunofluorescencia indirecta en la mucosa de los animales control y con colitis. Las imágenes 

mostradas son representativas de los resultados obtenidos. Núcleos en azul. El plano de la cripta está 

marcado por la línea discontinua.   

 

VI.3. 14-3-3ζ fosforilada induce la degradación de 14-3-3η y regula la 

fosforilación de Akt308. 

En seguida se investigó el mecanismo que lleva a la degradación de la proteína 14-

3-3η en la mucosa de los ratones con colitis. Las proteínas en las células eucariotas 

se degradan por el sistema de ubiquitina-proteosoma y por autofagia. La primera vía 

degrada a la mayoría de las proteínas celulares de bajo peso molecular y la segunda 

ruta es responsable de la degradación de agregados proteicos y organelos presentes 

en la célula (Lilienbaum y col., 2013). Por lo tanto, primero se investigó si la 

degradación de la proteína 14-3-3η, que inducen las citocinas proinflamatorias, se 

bloquea con inhibidores del proteosoma o de la autofagia. Para ello se trató a las 

células SW480 con la mezcla usual de IFN- y TNF- durante 12 horas y les medimos 

la cantidad de 14-3-3η por inmunodetección. Como era de esperarse, la degradación 

inducida por las citocinas se bloquea con cloroquina (CQ) o con MG132, inhibidores 

del lisosoma o del proteosoma respectivamente (Figura 14A y B).  



40 
 

La presencia de LC3-II y XIAP se usó como control de que los tratamientos para 

inhibir al lisosoma o al proteosoma funcionaron (Figura 14A). En contraste a lo 

observado con CQ y MG132, la inhibición de las proteasas de cisteína, usando ALLN, 

no tiene efecto alguno en la degradación de 14-3-3η (Figura 14A). En conjunto, estos 

resultados sugieren que 14-3-3η se degrada por proteosomas y autofagia en las CEI 

estimuladas con las citocinas proinflamatorias. 

Las citocinas proinflamatorias promueven la autofagia de diversas proteínas (Assani 

y col., 2014, Fougeray y col., 2012), mediante la activación de la cinasa Akt. Este 

resultado sugiere que la activación de Akt induce la degradación de 14-3-3η mediada 

por autofagia durante la inflamación.  

Por consiguiente se investigó la autofagia en la mucosa de los ratones con colitis 

mediante la detección de la conversión de LC3-I a LC3-II por inmunodetección 

(Klionsky y col., 2012; Mizushima y Yoshimori, 2007). LC3-II aumenta en los lisados 

de ratones tratados con DSS en comparación con los ratones control (Figura 14C). 

Además, LC3-II y el marcador de autofagosomas P62, se acumulan en las vesículas 

presentes en las CEI (Flecha blanca) y en las células localizadas en la lámina propia 

(Estrella roja, en el ratón control, figura 14D). El número de células positivas a ambos 

marcadores en los dos tipos celulares aumenta en la mucosa de los ratones con 

colitis (Figuras 14D y 14E). En seguida se analizó la inducción de la autofagia en las 

células SW480 expuestas a las citocinas pro-inflamatorias IFN-γ y TNF-α por 1 a 24 

horas. Como puede verse en la figura 14F, LC3-II aumenta en las células tratadas 

con las citocinas y la detección de autofagosomas con naranja de acridina confirmo 

que las citocinas inducen autofagia en las CEI (Figura 14 G).  
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Figura 14. Las citocinas pro-inflamatorias inducen la degradación lisosomal y proteosomal de 

la proteína 14-3-3η. (A) La presencia de las proteínas 14-3-3, XIAP y LC3-I/LC3-II se analizó en 

lisados totales de las células SW480 tratadas con las citocinas pro-inflamatorias IFN-/TNF- o con 

las citocinas pro-inflamatorias más los inhibidores de proteosoma (MG132) o de lisosoma (Cloroquina 

(CQ)). (B) Análisis densitométrico de los ensayos de inmunodetección, n=3.  La actina se usó como 

control de carga. (C) La presencia de LC3-I y LC3-II se investigó en lisados de los animales tratados 

con DSS por 1-4 días. La actina se usó como control de carga. (D) La localización de LC3-II (Verde) 
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y (E) p62 (verde) se analizó por inmunofluorescencia en cortes de la mucosa de los ratones control y 

expuestos al DSS. Los ratones recibieron agua potable o agua con DSS al 3% durante 4 días. Las 

células epiteliales positivas se marcaron con flechas blancas. Las células de la lámina propia positivas 

se marcaron con una estrella roja. El eje de la cripta se dibujó con una línea blanca discontinua. Los 

núcleos se marcaron en azul. Barra. (F) El nivel de LC3-I y LC3-II se analizó en las células SW480 

tratadas con las citocinas. La actina se usó como control de carga. (G) La naranja de acridina (verde) 

se usó para analizar la presencia de autofagosomas. Núcleos en azul. 

 

Entonces, se analizó si la degradación de 14-3-3η y el aumento de PDK-1, se 

presenta en la mucosa de ratones con colitis cuyo proceso de autofagia se inhibió 

con CQ. Como se muestra en la figura 15, 14-3-3η, disminuyó en la mucosa de los 

ratones tratados con DSS, al mismo tiempo que aumentó la pPDK-1. Se observó 

también que el tratamiento con CQ previene este efecto. No se observaron cambios 

en PDK-1 total (Figura 15B). En conjunto, estos resultados sugieren que la autofagia 

inducida por las citocinas pro-inflamatorias, conduce a la activación de PDK-1 en la 

mucosa de los animales con colitis.  

 

Figura 15. Durante la colitis se induce la degradación de 14-3-3η y aumenta el nivel de pPDK-1 

activa. (A) La cantidad de 14-3-3η, pPDK-1 y PDK-1 total se analizó en lisados de colon de ratón, 

tratados con DSS al 3% por 4 días. Los ratones se inyectaron diariamente con el vehículo (DMSO) o 

con cloroquina (CQ; 40mg/kg). (B) Análisis densitométrico de los ensayos de Wb, n=3.  La actina se 

usó como control de carga. 
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En seguida se estudió cómo se induce la disminución de 14-3-3η por autofagia 

durante los periodos inflamatorios en las CEI. Se sabe que la proteína 14-3-3ζ se 

asocia a la proteína raptor inhibiendo la función del complejo mTORC1 y disparando 

la autofagia (Gwinn y col., 2008; Pozuelo-Rubio y col., 2012). Por esta razón, 

usando inmunoprecipitación, investigamos si las citocinas pro-inflamatorias inducen 

la asociación de 14-3-3ζ con raptor en las células SW480. La figura 16A, muestra 

que raptor co-precipita con 14-3-3ζ en las CEI en condiciones basales, pero la 

cantidad de raptor co-precipitado aumenta con el tratamiento con IFN-γ/TNF-α, pero 

no así con el IFN-γ solo (Figura 16A). Además, la citocinas también aumentan la 

fosforilación de las proteínas 14-3-3ζ en la serina 58, en las células expuestas a las 

citocinas (Figura 16B), proceso relacionado con la formación de monómeros de 

estas proteínas. Estos resultados sugieren que 14-3-3ζ monomérica (p14-3-3ζS58) 

y dimérica (14-3-3ζ) coexisten durante la inflamación (Figura 16B).  

 

Figura 16.  Las citocinas pro-inflamatorias promueven la asociación entre raptor y 14-3-3ζ  y 

aumentan la fosforilación de 14-3-3ζ en la serina 58. (A) La asociación de raptor con 14-3-3ζ-Flag 

se analizó por ensayos de co-inmunoprecipitación. La 14-3-3ζ-Flag sobre-expresada en las células 

SW480 se inmunoprecipitó de lisados obtenidos de células control y tratadas con IFN-γ o la mezcla 

de IFN-γ/TNF-α por 6 horas. La IgG dirigida contra GFP fue usada como control (IgG). Los 

inmunoprecipitados se revelaron contra raptor y 14-3-3ζ. Los valores del análisis densitométrico para 

raptor se muestran en la figura. (B) El efecto de las citocinas pro-inflamatorias en la fosforilación de 

14-3-3ζ en la serina 58 se analizó en muestras de la mucosa de los ratones que fueron inyectados vía 

intraperitoneal con la mezcla de citocinas IFN-γ y TNF-α o con albumina sérica de ratón (MSA) (Ctl). 
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Para investigar si la forma monomérica de 14-3-3ζ induce la autofagia en las CEI, se 

sobre-expresó 14-3-3ζ nativa, monomérica (14-3-3ζS58D), o dimérica (14-3-3ζS58A) 

(Woodcock y col., 2003), y se analizó el efecto en la acumulación de LC3-II en los 

autofagosomas (Kabeya y col., 2004). La figura 17A, muestra que la presencia de 

14-3-3ζS58D pero no de 14-3-3ζ nativa ni de 14-3-3ζS58A promueve la acumulación 

de LC3-II en los autofagosomas. Notablemente, la mezcla de IFN-γ/TNF-α por 12 

horas induce la acumulación de LC3-II cuando las CEI expresan a la 14-3-3ζ nativa 

(Figura 17A). Esto demuestra que el monómero de 14-3-3ζ (14-3-3ζS58D) induce la 

conversión de LC3-I a LC3-II y por ende autofagia en las CEI. En seguida se evaluó 

el efecto de sobre-expresar a las mutantes 14-3-3ζS58D y 14-3-3ζS58A, sobre el 

nivel de la proteína 14-3-3η y en la activación de PDK1. Como se muestra en la figura 

17B, las concentraciones crecientes de 14-3-3ζS58D resultan en la disminución del 

nivel de 14-3-3η y en el aumento del nivel de PDK1 activa. No se observaron cambios 

en PDK1 ni en el nivel de 14-3-3ζ total (Figura 17B). En contraste, 14-3-3ζS58A no 

modifica el contenido celular de 14-3-3η, PDK1 o 14-3-3ζ, en las células SW480, pero 

si bloquea la fosforilación de PDK1 al aumentar su concentración (Figura 17C).  

Puesto que 14-3-3ζ y 14-3-3ζS58D inducen la autofagia, cabe preguntarse si también 

activan Akt en las CEI estimuladas con el IFN-γ o con la mezcla de IFN-γ/TNF-α. La 

figura 17D muestra que 14-3-3ζ nativa y 14-3-3ζS58D incrementan la fosforilación 

de Akt en los residuos Tre308 y Ser473 (Figuras 17D y E), mientras que la expresión 

de 14-3-3ζS58A la disminuye. En estas condiciones no cambian Akt1 total ni 14-3-3ζ 

endógena (Figura 17D). Aún más, 14-3-3ζ nativa y 14-3-3ζS58D activan a Akt río 

abajo de las citocinas, ya que la fosforilación de la β-catenina en el residuo Ser552 

aumenta en las células transfectadas con 14-3-3ζ nativa y con la mutante 14-3-

3ζS58D, en comparación a las células control que expresan el vector vacío (Figura 

17E). En contraste, 14-3-3ζ S58A reduce la fosforilación de la β-catenina en el 

residuo Ser552 (pβ-catenina S552) (Figura 17E). No se observaron cambios en la 

cantidad de la β-catenina total.  

El complejo mTORC1 es el inhibidor principal de la autofagia. Para corroborar que la 

inhibición de este complejo es responsable del incremento en la fosforilación de Akt 
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en el residuo Tre308 durante la inflamación, se analizó esta fosforilación en lisados 

de las células SW480 tratadas con BSA, IFN-γ, IFN-γ más rapamicina o con IFN-γ 

más el inhibidor AktVIII. Como se muestra en la figura 17F, el IFN-γ induce el 

aumento de pAkt308, que es fortalecido con el tratamiento de rapamicina. Pero la 

inhibición de Akt con Aktinh VIII, previene el incremento pAkt308 inducido por el IFN-

γ. La inhibición de la fosforilación de Akt (pAkt308) por el inhibidor AktVIII y de pS6 

por rapamicina, demostraron la eficiencia y especificidad de los tratamientos (Figura 

17F). En conjunto, estos resultados demuestran que el monómero de 14-3-3ζ (14-3-

3ζS58D) inhibe al complejo mTORC1 induciendo la degradación de 14-3-3η por 

autofagia, promoviendo de esta forma la activación de Akt. 
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Figura 17. La forma monomérica de 14-3-3 induce la degradación de 14-3-3 y estimula la 

fosforilación de Akt durante la inflamación intestinal.  (A) La formación de autofagosomas se 
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analizó en las células SW480 transfectadas con 14-3-3ζ nativa, 14-3-3ζ S58D, 14-3-3ζ S58A y 14-3-

3ζ nativa más el IFN-γ. Las proteínas 14-3-3 se detectaron a través de la marca de Flag (rojo), que se 

encuentra localizada en su carboxilo terminal. LC3 se marcó en color verde. Los núcleos se pueden 

observar en azul. Barra=10 μm. (B) Las proteínas 14-3-3η, pPDK1, PDK1, 14-3-3ζ y la marca Flag se 

detectaron en los lisados de las células SW480 que expresan concentraciones crecientes de 14-3-3 

S58D. El rojo de Poceau fue usado como control de carga. (C) El efecto que ejercen concentraciones 

crecientes de 14-3-3ζS58A en la fosforilación y presencia de PDK1 y 14-3-3η se analizó en las células 

SW480. El rojo de Ponceau se usó como control de carga. (D) Las proteínas pAkt308, Akt1 y 14-3-3ζ, 

se detectaron en los lisados de células SW480 transfectadas con 200ng de 14-3-3ζ WT, 14-3-3ζ S58D 

o 14-3-3ζ S58A. Las células se trataron con IFN-γ por 18 horas. La actina se usó como control de 

carga. La flecha indica en donde se encuentra la  14-3-3ζ exógena y la estrella equivale a 14-3-3ζ 

endógena. (E) Las proteínas β-catenina, pβ-catenina S552, pAkt T308 y S473, 14-3-3ζ se detectaron 

en los lisados de las células SW480 que expresaban 14-3-3ζ, 14-3-3ζS58D o 14-3-3ζS58A. Después 

de 12 horas post-transfección, las células se trataron con la mezcla de IFN-γ/TNF-α por espacio de 

24 horas. La actina se usó como control de carga. (F) El estudio del efecto de la rapamicina (200nM) 

y del inhibidor de Akt (Akt VIII, 2.12μM) en la fosforilación y presencia de las proteínas pAkt308 y pS6, 

se analizó en las células SW480 tratadas con IFN-γ por 12 horas. La actina se usó como control de 

carga. 

Ya que la inhibición del complejo mTORC1 es crucial para el disparo de la autofagia, 

analizamos si juega algún papel en la disminución de 14-3-3η. Para ello 

transfectamos a las CEI con una mutante de raptor que no puede unirse a las 

proteínas 14-3-3 y que fue reportada anteriormente (Gwinn y col., 2008).  Las células 

SW480 control o que expresan la mutante de raptor que no se une a 14-3-3ζ, se 

trataron con la citocinas IFN-γ/TNF-α. Como se muestra en la figura 18A, las 

citocinas inducen la acumulación de ATG5, ATG5 es una ligasa de ubiquitina E3, 

necesaria para activar el proceso de autofagia al ser requerida para la elongación de 

los autofagosomas, es activada por ATG7 y forma un complejo con ATG12 y 

ATG16L1. Este complejo es necesario para la conjugación de PE en LC3-I para 

generar LC3-II (Codogno y Meijer, 2006). Además de la acumulación de ATG5, se 

reduce la cantidad de 14-3-3η y aumenta pAkt308 de manera similar a cuando se 

expresan a la mutante 14-3-3ζS58D. Las citocinas no modifican la cantidad de la 

proteína raptor pero 14-3-3ζS58D induce un pequeño aumento (Figura 18A). Sin 

embargo, los cambios en ATG5, 14-3-3η y pAkt308  inducidos por las citocinas y por 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Codogno%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013414
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meijer%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17013414
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la mutante 14-3-3ζS58D, se previenen cuando las CEI expresan a la mutante de 

raptor incapaz de asociarse con 14-3-3ζ (Figura 18A). 

Un aumento de la proteína raptor se detectó en las células que expresan a la mutante 

de raptor, corroborando la presencia de raptor endógena (Figura 18A). No se 

observaron cambios en la cantidad de Akt1 total en cualquiera de las condiciones 

(Figura 18A). En conjunto, estos resultados sugieren que las citocinas inducen la 

asociación de 14-3-3ζ fosforilada (p14-3-3ζS58) con raptor y la consecuente 

inhibición de la actividad del complejo mTORC1, lo que es necesario para que Akt se 

fosforile en la treonina 308 en las CEI.  

Lo siguiente que se analizó fue la cantidad de 14-3-3ζ y p14-3-3ζS58 en la mucosa 

de los ratones expuestos al DSS en función del tiempo. Los análisis densitométricos 

revelaron que 14-3-3ζ, se incrementa transitoriamente al primer y segundo día 

posterior a la administración del DSS y después del tercer día regresa al nivel basal 

(Figuras 18B y 18C). En contraste, p14-3-3ζS58 oscila desde el 1er día hasta el 3er 

día, pero existe un claro incremento al 4º día (Figuras  18B y 18C). No se observaron 

cambios en 14-3-3σ (Figura 18D). Sin embargo, los resultados obtenidos utilizando 

un anticuerpo pan-14-3-3 sugieren que probablemente la cantidad de otros miembros 

de la familia de las proteínas 14-3-3 disminuye durante la inflamación (Figura 18B). 

14-3-3ζ y p14-3-3ζS58 se localizan a lo largo del eje de la cripta en los ratones control 

como se había reportado previamente (Nava y col., 2014). Sin embargo, después del 

tratamiento con el DSS, 14-3-3ζ y p14-3-3ζS58 se enriquecieron en las CEI 

localizadas en la base de la cripta (Figura 18C, flechas blancas). Estos resultados 

sugieren que 14-3-3ζ y p14-3-3ζS58, regulan diferencialmente la fosforilación de Akt 

en las CEI durante los periodos de inflamación. 
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Figura 18. 14-3-3ζ y p14-3-3ζS58 aumentan en la mucosa de ratones con colitis y regulan la 

activación de Akt al controlar autofagia. (A) Las proteínas ATG5, 14-3-3η, pAkt, raptor y la marca 

Flag se detectaron en lisados celulares de las células SW480 las cuales expresaban 14-3-3ζ o p14-

3-3ζ más raptor S792A. Después de 12 horas post-transfección, las células fueron tratadas con la 

mezcla de IFN-γ y TNF-α durante 24 horas. La actina se usó como control de carga. (B) Las proteínas 

14-3-3ζ, p14-3-3ζ y pan 14-3-3 se analizaron los lisados de la mucosa de colon de los ratones de la 

cepa C57BL/6J tratados con DSS al 3% por 3 días. La actina se usó como control de carga. (C) La 

distribución de 14-3-3ζ y de p14-3-3ζ S58 se analizó por inmunofluorescencia en la mucosa de los 

ratones con colitis. Las proteínas 14-3-3ζ y p14-3-3ζS58, se tiñeron en verde. Las células altamente 

enriquecidas se marcaron con una flecha (14-3-3ζ) y con una cabeza de flecha (p14-3-3ζ S58). La 

línea discontinua demarca la forma de la cripta. Los núcleos se marcaron en azul. (D). Las proteínas 

14-3-3ζ, p14-3-3ζ S58 y 14-3-3σ se analizaron en la mucosa de los ratones tratados con DSS al 3% 

de 1 a 4 días. El análisis densitométrico se muestra en la figura. n=6.  
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VI.4. La inhibición química de las proteínas 14-3-3 incrementa la muerte celular 

durante la inflamación. 

El incremento en la apoptosis (Figura 19) y la reducción de la proliferación celular en 

los epitelios intestinales es una característica de la colitis en los ratones (Figuras 

11A y 18A), ambos procesos son mediados por las citocinas pro-inflamatorias 

(Figura 19D).  

 

Figura 19. La inflamación intestinal incrementa la apoptosis en las CEI. (A) La presencia de 

capasa-3, PCNA y pHis3 se analizó en la mucosa de los ratones control y tratados con el DSS. Los 

ratones de la cepa C57BL/6J se trataron con DSS al 3% disuelto en agua por espacio de 4 días. En 

la figura se muestra una exposición corta y una prolongada del ensayo de inmunodetección de la 

capasa-3. El rojo de Ponceau se usó como control de carga. (B) Ensayo de apoptosis en la mucosa 

de colon de ratones control y tratados con DSS por tinción de Tunel (Verde). Los ratones de la cepa 

C57BL/6J se trataron con DSS al 3% disuelto en agua por espacio de 1 a 4 días. Los núcleos se 

marcaron en azul. Barra= 30 μm. (C) La gráfica muestra los valores relativos del análisis 

densitométrico para el corte de PARP y caspasa 3 que se observa en la mucosa de ratones tratados 

con DSS. Los ratones de la cepa C57BL/6J recibieron  DSS al 3% en agua por espacio de 1 a 5 días. 

(D) Ensayo de apoptosis realizado en las células SW480  tratadas con 100U/ml de IFN-γ, la tinción 

por M30 marca a las células apoptóticas (Verde). Los núcleos se marcaron en azul. 



51 
 

Nuestros resultados muestran que las proteínas 14-3-3 controlan la actividad de Akt 

durante la inflamación. Por ello, investigamos cual es el efecto de la inhibición de 14-

3-3 con el inhibidor genérico BV02 durante la colitis inducida con el DSS. No 

observamos diferencias en el curso de la enfermedad en los animales tratados con 

el DSS o con el DSS más el inhibidor BV02. Sin embargo, el colon de los ratones 

tratados con DSS es mucho más corto que el colon de los animales control, y los 

ratones tratados con el DSS más BV02 disminuyó aún más (Figura 20A). Debido a 

que Akt provee señales anti-apoptóticas en una amplia variedad de tejidos (Brazil y 

col., 2004), se investigó por inmunodeteción la fosforilación de Akt1, en la mucosa 

de estos animales. Como se observa en la figura 20B, pAkt308 y pAkt473 aumentan 

en la mucosa de animales con colitis, efecto que se exacerba cuando se inhibe a las 

proteínas 14-3-3, sin que se modifique Akt1 (Figura 20B).  

Si las citocinas pro-inflamatorias inducen la fosforilación y activación de Akt en los 

ratones con colitis, cabe esperar que las células SW480 se presenten cambios 

similares. Como se muestra en la figura 20C, el IFN-γ incrementó la cantidad de 

pAkt473 y pAkt308 a las 48 h post-tratamiento, sin que se afecte la cantidad total de 

Akt1 con el inhibidor de las 14-3-3. Sin embargo, es evidente que en las células 

tratadas con la citocina más el inhibidor BV02, el aumento de pAkt308 es aún mayor 

sin que existan cambios en pAkt473, ni en el nivel de Akt1 total (Figura 20C). Es 

importante mencionar que en las células tratadas solo con el inhibidor BV02, se 

observó un aumento considerable en la fosforilación de Akt en la treonina 308 (Figura 

20C). Resultados similares fueron obtenidos en otro modelo de células de colon, las 

células RKO (Datos no mostrados). En conjunto estos resultados sugieren que las 

proteínas 14-3-3 son importantes en la modulación de actividad de Akt en las CEI 

durante la inflamación.  

Dado que la inhibición de las proteínas 14-3-3 induce la hiperactivación de Akt, 

decidimos investigar cual es el papel de las 14-3-3 en la inflamación evaluando el 

efecto del BV02 en la proliferación y la apoptosis de los ratones con colitis. Como se 

muestra en la figura 20D, la inflamación lleva a una disminución en la proliferación 

celular, detectada a través de la histona-3 fosforilada y la proteína PCNA, además 
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lleva al aumento de la apoptosis, según se detecta por el corte de la proteína PARP 

y de la capasa-3. Sorprendentemente, ambos efectos se incrementan en la mucosa 

de los animales tratados con el DSS y el inhibidor BV02, lo que sugiere que la 

hiperactivación de Akt mediada por la inhibición de las 14-3-3 contribuye a la 

inhibición de la proliferación y al aumento de la muerte de las células epiteliales 

intestinales (Figura 20E). 

El papel que tiene la inhibición de las 14-3-3 en la inducción de la apoptosis, también 

se analizó en las células SW480 tratadas con las citocinas proinflamatorias por 36 

horas. Como era de esperarse el tratamiento con el IFN-γ incrementa la apoptosis, 

como lo muestra el aumento del corte de PARP y por la Caspasa-3 activa (Figura 

20E), además, también disminuye la proliferación celular, como lo muestra la 

reducción en la cantidad de la histona-3 fosforilada (Figura 20E). Cabe hacer notar, 

que el BV02 por si solo aumenta la apoptosis y disminuye la proliferación celular 

(Figura 20E). Sin embargo la mezcla del IFN más BV02 induce un aumento más 

pronunciado del corte de PARP y en la presencia de la Caspasa-3 activa. Además 

se observa que la  mezcla también tiene un efecto aditivo en la reducción en el nivel 

de histona-3 fosforilada (Figura 20E). Resultados similares se obtuvieron en las 

células RKO (Datos no mostrados). En conjunto estos resultados sugieren que la 

hiperactivación de Akt como consecuencia de la inhibición química de las proteínas 

14-3-3 inhibe la proliferación celular y promueve la muerte celular.  
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Figura 20. La inhibición de las proteínas 14-3-3 incrementa la activación de Akt y dispara la 

apoptosis durante la inflamación.  (A) Imágenes representativas del colon de los animales control 

y expuestos al DSS o DSS/BV02. (B) pAkt308, pAkt473 y Akt1 se  analizaron en la mucosa de los 

animales tratados con el DSS y DSS/BV02 durante 4 días. 10 mg/kg de BV02 se administraron 

diariamente vía el peritoneo. La actina se usó como control de carga. La gráfica representa el análisis 

densitométrico de los datos obtenidos para pAkt308 y pAkt473 que se normalizaron con respecto a 

actina. n=7 (C) pAkt308, pAkt473 y Akt1 se analizó en los lisados celulares de las células SW480 

tratadas con el IFN-, BV02 (5M) o IFN-/BV02. El tiempo de tratamiento fue de 36 h. La actina se 

usó como control de carga. n=3. El corte de PARP y la presencia de capasa-3 activa junto con la 

identificación de los marcadores de proliferación  PCNA y pHist3 se analizaron a través de 

inmunodetección en la mucosa de los animales tratados durante 4 días con DSS y DSS/BV02 (D) y 

en células expuestas a  IFN-, BV02 o IFN-/BV02 (E). 



54 
 

VI.5. La activación de Akt induce apoptosis en CEI durante inflamación. 

Después se investigó el papel de Akt en el aumento de la muerte celular en la mucosa 

de los animales con colitis inducida por el DSS (Figura 21). Para ello se formaron 3 

grupos de ratones: el primer grupo se mantuvo con agua normal y se le administró 

con DMSO (Vehículo), el segundo recibió 3% de DSS y con 10mg/Kg de peso de 

Aktin VIII un inhibidor de la proteína Akt, y el tercer grupo recibió 3% de DSS junto 

con el vehículo. Como lo muestra la figura 21A, los resultados mostraron que los 

ratones tratados con el DSS y Aktin VIII se mantuvieron con menos daño que los 

ratones tratados con el DSS y DMSO durante el tiempo que duró el experimento, de 

acuerdo al índice DAI. Además, el colon de los ratones que recibieron DSS/Aktin VIII 

se encontraba menos dañado y era más largo que el de los ratones con DSS/DMSO 

(Figura 21B). El ensayo de inmunodetección realizado contra pAkt308 demuestra 

que el Aktin VIII inhibe a Akt (Figura 21B).  

Las citocinas pro-inflamatorias inducen la acumulación de Akt activa en el núcleo 

(Nava y col., 2014), donde promueven la progresión del ciclo celular o la apoptosis 

(Maddika y col., 2008). Por lo tanto, se esperaría que durante la inflamación, Akt 

nuclear induce la apoptosis en las CEI. Para probar esta hipótesis, lo primero que se 

investigo fue si pAkt308 y pAkt473 aumentan en el núcleo de las células de la mucosa 

de los ratones con colitis. La inflamación, producida por el DSS, induce la 

acumulación de Akt  activa en el núcleo de las CEI (Figuras 21C, D y E). Esto se 

acompaña de la reducción en la proliferación celular, como lo muestra la 

incorporación de EdU (Figura 21C) y la expresión de PCNA (Figura 21F), además 

del aumento en el corte de caspasa-3 (Figura 21G). Sin embargo, la inhibición de 

Akt con el inhibidor Aktin VIII, en los ratones tratados con DSS, incrementa la 

presencia de PCNA (Figura 21F) y disminuye el corte de la caspasa-3 (Figura 21G).  
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Figura 21. La inhibición de Akt en el modelo de colitis inducida reduce la muerte de las CEI.  En 

(A), el grado de enfermedad de los animales se calculó usando los datos clínicos de los animales 

tratados con DSS más DMSO (  ) y con DSS más el inhibidor de Akt denominado Akt VIII (). * P<0.05. 
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(B) Imágenes representativas del colon de los ratones que fueron expuestos a agua normal en 

presencia de DSS/DMSO o DSS/Aktin VIII.  La cuantificación se muestra en el gráfico. El inhibidor 

Aktin VIII, se administró todos los días por la vía intraperitoneal a una concentración de 10 mg/kg. El 

nivel de pAkt308 se analizó en los lisados obtenidos de la mucosa de los ratones control y tratados 

con el DSS/DMSO o DSS/Aktin VIII. n=5. (C) Akt fosforilada en la serina 473 (pAkt473, en blanco) se 

analizó por inmunofluorescencia en los ratones expuestos al DSS por 4 días. pAkt473 se observó en 

el citosol de las células en proliferación (asterisco verde) y en el núcleo de las células que no proliferan 

(flecha verde). La incorporación de EdU se marcó en rojo. Los núcleos se marcaron en azul. (D) 

pAkt308 (Verde) se analizó por inmunofluorescencia en las muestras de los ratones expuestos al DSS 

por 2 y 4 días. pAkt308 se puede observar en la membrana (Flecha blanca) y en el núcleo. Los núcleos 

aparecen en azul. (E) La presencia de pAkt 473, pAkt308, y Akt1 fue analizada en fracciones nucleares 

de las CEI obtenidas del ratón expuestas al DSS por 4 días. La cantidad de pAkt473, pAkt308 y Akt1 

se enriqueció en las fracciones nucleares de los ratones con colitis. La histona 3 se usó como 

marcador de la fracción nuclear. (F) La proliferación nuclear se analizó en la mucosa de los ratones 

control y en los ratones tratados con DSS/DMSO o DSS/Akt VIII, al marcar a la proteína PCNA (Rojo). 

El contorno de las criptas se marcó con una línea discontinua. Los ratones de la cepa C57BL/6J 

recibieron el DSS al 3% en agua por 4 días. Los ratones se inyectaron diariamente vía intraperitoneal 

con 10 mg/Kg de peso del inhibidor de Akt, Akt VIII. Los núcleos se marcaron en azul. La cuantificación 

se muestra en la gráfica. **p<0.05; **p<0.001. (G) La inmunofluorescencia contra la caspasa activa 

(rojo) se realizó en crio-cortes obtenidos del tejido derivado de los ratones tratados con agua, 

DSS/DMSO y DSS/Aktin VIII. Las células positivas para caspasa 3 se marcaron con flechas blancas. 

El eje de la cripta se marcó con una línea punteada. Barra=20m. La cuantificación de las células 

positivas para casapa-3 se muestra en la gráfica. * P<0.05. n=3 

 

Para evaluar la contribución de Akt en la inducción de la apoptosis por las citocinas, 

las células SW480 fueron tratadas con el IFN-γ y con el IFN-γ más el inhibidor Akt 

VIII por 24 horas. Según se observa en la figura 22A, el tratamiento con el IFN-γ 

aumenta el corte de caspasa-3 y PARP. En cambio en las células tratadas con el 

IFN-γ más el inhibidor de Akt se revierte parcialmente este proceso, demostrando 

que la activación de Akt induce la apoptosis en las CEI durante la inflamación (Figura 

22A). De acuerdo con el papel de Akt-1 como promotor de la sobrevivencia celular, 

se pudo observar que la sola inhibición de Akt-1 en las CEI resulta en el aumento del 

corte de caspasa-3 y de PARP (Figura 22A). La disminución en la fosforilación de 
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Akt en los residuos de treonina 308 y serina 473, en las monocapas tratadas con el 

inhibidor, demuestra la eficiencia del tratamiento (Figura 22A). Dado que estos 

resultados sugieren que Akt puede tener un papel antiapoptótico y proapotótico se 

decidió investigar si Akt nuclear es efectivamente la responsable de inducir la muerte 

de las CEI durante la inflamación. Para ello se analizó la inducción de la apoptosis 

en las células SW480 que expresan cantidades crecientes de una Akt1 de humano 

que está marcada con una bandera de HA, este método ya se usó para inducir la 

localización nuclear de Akt-1 (Nava y col., 2014). Para investigar la inducción de 

apoptosis por el IFN-γ en las células antes mencionadas, se analizó el corte de 

PARP, en células que fueron tratadas por 18 horas con la citocina o con el 

acarreador. Como se observa en la figura 22B, las células SW480 que se trataron 

únicamente con BSA, el corte de PARP fue observado únicamente cuando las 

células SW480 expresaban concentraciones altas de Akt-1. Sin embargo, las células 

SW480 expuestas al IFN-γ, y a la sobre-expresión de Akt-1, se induce apoptosis aún 

en bajas concentraciones (Figura 22B). Para demonstrar que la inducción de la 

apoptosis celular era consecuencia de la acumulación de Akt-1 en el núcleo y no de 

la transfección de la misma. Lo siguiente que se hizo fue analizar el aumento de la 

muerte celular por el IFN cuando las células epiteliales expresaban una mutante de 

Akt-1, denominada Akt-1 myr (Akt miristoilada), que está activa constitutivamente 

porque permanece anclada a la membrana todo el tiempo. Como puede verse en la 

figura 22C, el IFN-γ aumenta el corte de PARP, pero este efecto es prevenido 

parcialmente cuando las células SW480 expresan Akt-1 myr, sugiriendo que la 

translocación al compartimiento nuclear de Akt es importante para inducir la 

apoptosis durante inflamación (Figura 22C). Al observar previamente que el 

tratamiento con el inhibidor BV02 aumenta la muerte de las CEI durante colitis 

(Figura 20D), lo siguiente que se analizó fue la distribución celular de Akt activa en 

condiciones control, durante el tratamiento con el DSS y con el DSS mas BV02. 

Como puede observarse en la figura 22D, se detectaron altos niveles de Akt-1, 

pAkt308 y pAkt473 en extractos nucleares obtenidos a partir de la mucosa de ratones 

con colitis, en comparación a los ratones sanos. El incremento fue aún  mayor cuando 
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a los animales tratados con DSS se les inyecto el inhibidor BV02 (Figura 22D). En 

conjunto estos resultados sugieren que la acumulación de Akt-1 en el núcleo durante 

la inflamación induce la apoptosis de las CEI. 

 

Figura 22. Akt se acumula en el núcleo de las CEI e induce la muerte celular durante la 

inflamación intestinal. (A) La presencia de pAkt308, pAkt473 y Akt1 junto con PARP cortado y 

Caspasa-3 activa se investigó en los lisados de las células SW480 tratadas con IFN-, con el inhibidor 

Aktin VIII (2.12M) o con IFN-/Aktin VIII. El tratamiento se realizó por 36 h. La actina se usó como 

control de carga. n=3. (B) La presencia de pAkt308 y Akt-1 junto con PARP cortado y caspasa-3 activa 

se investigó en los lisados celulares de las células SW480 tratadas con IFN- que expresan 

concentraciones crecientes de Akt-1 de humano marcada con HA. El tratamiento se realizó por un 

tiempo de 18 h. La actina se usó como control de carga. n=3. (C) Se analizó la presencia de pAkt308, 

Akt-1 y el corte de PARP en las células SW480 que expresan Akt-1 miristoilado (Akt1-myr), que fueron 

expuestas al IFN-γ por 36 horas. La actina se usó como control de carga. (D) Se analizó el nivel de 

pAkt473, pAkt308 y Akt-1, en fracciones nucleares y citosólicas de CEI obtenidas de los ratones 

control y expuestos al DSS por 4 días. En ambos casos se les inyecto diariamente vía intraperitoneal 
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el inhibidor BV02 a una concentración de 10mg/kg de peso. La histona-3 fue usada como marcador 

de la fracción nuclear y GAPDH fue usada como marcador de la fracción citosólica, n=3. 

Las diferentes actividades a la cuales se asocia a Akt, como la supervivencia y la 

modulación de la apoptosis, se pueden explicar por su localización subcelular.  Por 

ejemplo, en una célula normal, Akt se transloca a la membrana plasmática para 

fosforilarse y activarse. Una vez activada, Akt se disocia de la membrana plasmática 

y se desplaza tanto al citoplasma como al núcleo (Calleja y col., 2007), donde 

fosforila diversos sustratos, y promueve la supervivencia y la progresión el ciclo 

celular (Maddika y col., 2008). Por esta razón con base en nuestros resultados, 

nosotros especulamos que la proteína 14-3-3η podría ser parte de un mecanismo 

que inhibe la actividad de PDK-1, con el fin de prevenir la activación de Akt, la 

subsecuente acumulación de esta en el núcleo, previniendo de esta manera la 

muerte de las CEI. Por lo tanto, lo siguiente que se analizó fue la presencia de PDK-

1 fosforilada y la inducción de la apoptosis después del tratamiento con las citocinas 

pro-inflamatorias en las células SW480 control, o en aquellas que además expresan 

concentraciones crecientes de 14-3-3η. Para este fin las CEI transfectadas con el 

vector vacío o con concentraciones crecientes del cADN que codifica para 14-3-3η, 

se trataron con la mezcla de IFN-γ/TNF-α por 24 horas. Posteriormente se analizó 

por Wb la cantidad de PDK-1, pPDK-1, 14-3-3ζ, 14-3-3η, el corte de caspasa-3 y 

PARP. Como se muestra en la figura 23A, el corte de caspasa-3 y PARP se detectó 

en las CEI control tratadas con las citocinas pro-inflamatorias. Sin embargo, este 

efecto se previene en las células que expresan a 14-3-3η. Además, se pudo observar 

que la fosforilación de PDK-1 aumentó en las células control expuestas a las 

citocinas. Este efecto fue prevenido también en las células expuestas a las citocinas 

pro-inflamatorias que expresan a 14-3-3η. La sobre-expresión de 14-3-3η no afecto 

la cantidad de 14-3-3ζ o de PDK-1 total (Figura 23A). Por último, se analizó el papel 

de PDK-1 sobre la localización sub-celular de Akt. Para este fin, las células SW480 

que sobre-expresan un constructo de Akt (Akt-GFP), se les trató con las citocinas 

pro-inflamatorias o con las citocinas más el inhibidor de PDK-1 (GSK23334470). 

Como puede observarse en la figura 23B, el tratamiento con las citocinas induce la 
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acumulación de Akt-1 en el núcleo en las CEI. Sin embargo, este efecto se previene 

cuando a las células se les trato con el inhibidor GSK23334470. Aún más, la 

inhibición de PDK-1 o la sobre-expresión de 14-3-3η reducen de manera similar la 

muerte celular inducida por las citocinas (Figura 23C) y previenen el corte de 

caspasa-3 producido por la exposición a la mezcla IFN/TNF (Figura 23D). En 

conjunto, estos resultados muestran que la degradación de 14-3-3η por autofagia, 

permite que PDK-1 activa fosforile a la treonina 308 de Akt, activandola,  a su vez 

Akt activa se acumula en el núcleo donde la induce la muerte de las CEI por apoptosis 

(Figura 24). 

 

Figura 23. La sobre-expresión de 14-3-3 reduce la muerte celular durante la inflamación. (A) 

La cantidad de caspasa-3 activa y PARP cortado se analizó en las células SW480 transfectadas con 

concentraciones crecientes de 14-3-3. Las células se expusieron a una mezcla de IFN- y TNF- por 
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24h. La actina se usó como control de carga. (B) Las células SW480 transfectadas con Akt1-GFP se 

expusieron a las citocinas por 24 h, en la presencia o ausencia del inhibidor de PDK-1 (GSK23334470, 

50 μM). El inhibidor se adicionó 30 min antes del tratamiento con las citocinas. Los núcleos se tiñeron 

en azul con DAPI. Barra= 10μm. La muerte celular inducida por el tratamiento con la mezcla IFN-

γ/TNF-α  se analizó en células SW480 a través de (C) la picnósis nuclear y (D) el corte de caspasa-3. 

Las células SW480 se transfectaron con 14-3-3η (2 μg) o fueron tratadas con el inhibidor de PDK-1 

(GSK23334470, 50 μM; 30 min antes del tratamiento con las citocinas).  (D) La cantidad de la proteína 

14-3-3η y la presencia de la bandera Oct-A (Flag) se analizaron por western blot. La actina se usó 

como control de carga. **P<0.001, n=3.  
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Figura 24. Modelo hipotético de la activación de Akt en las CEI por el IFN-γ.  
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(A) En condiciones normales, sin inflamación en las CEI del colon, la proteína 14-3-3η inhibe la 

actividad de PDK1, impidiendo la activación de Akt y el disparo de la autofagia. (B) En periodos de 

inflamación intestinal la unión del IFN-γ con su receptor promueve la generación de los monómeros 

de la proteína 14-3-3ζ (p14-3-3ζ S58), así como la activación de la cinasa AMPK, APMK a su vez 

fosforila a raptor proteína que forma parte del complejo mTORC1, lo que permite que el monómero 

de 14-3-3ζ se una a raptor secuestrándolo en el citosol e inhibiendo la formación del complejo 

mTORC1. (C) La inactivación del complejo mTORC1 dispara la autofagia y lleva a la degradación a 

14-3-3η. Como consecuencia PDK1 se activa. El proceso final de estos eventos es la fosforilación de 

Akt en la treonina 308 y su activación total, fosforilando a una amplia variedad de sustratos. Los 

resultados también muestran que la estimulación continúa del sistema, debido al constante aumento 

en la producción de citocinas en la mucosa inflamada, promueva la hiper-activación de Akt, donde Akt 

activa se acumula en el núcleo induciendo para el ciclo celular y promueve la muerte de las CEI por 

apoptosis.  
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VII. Discusión. 

El incremento de las citocinas pro-inflamatorias en las EII perturba la homeostasis 

del epitelio intestinal, de tal manera que promueve la muerte de las CEI. En 

consecuencia, la barrera epitelial se compromete y entran patógenos al intersticio.  

La síntesis de citocinas proinflamatorias como el IFN-γ y TNF-α, son mediadores 

críticos que contribuyen activamente a este proceso ya que promueven el 

desensamble de las uniones intercelulares afectando diversos procesos biológicos 

en las CIE, como la disminución de la migración y la proliferación, así como el 

aumento en la muerte celular (Nava y col., 2010 y 2014; Günzel y col., 2006; Tong 

y col., 2005), a través de la activación de vías de señalización de Akt, NOs y 

JAK/STAT (Nava y col., 2010; Nguyen y col., 2001; Frost y col., 2009). Sin embargo, 

los mecanismos de control de estas vías de señalización no se conocen a 

profundidad. En esta tesis, demostramos que estas citocinas pro-inflamatorias 

incrementan la muerte de las CIE durante el proceso inflamatorio al sobre-estimular 

a la vía de señalización de Akt, donde Akt se acumula en el núcleo inhibiendo la 

proliferación e induciendo la muerte de las células por apoptosis.  

Usando modelos in vivo e in vitro, observamos que en las CEI las citocinas pro-

inflamatorias el IFN-γ y el TNF-α promueven la activación de Akt a través de su 

fosforilación en los residuos de Tre 308 y de Ser 473. Sin embargo, con ambos 

modelos pudimos observar que durante periodos inflamatorios aumenta la activación 

de Akt en un patrón complejo que, sorprendentemente sugiere que la fosforilación en 

la Ser 473 se regula de una manera distinta a la Tre 308, porque mientras la 

fosforilación en la Ser 473 aumenta desde el primer día y se mantiene elevada hasta 

los 4 días del experimento, la fosforilación en el residuo Tre 308 oscila durante el 

curso del experimento en los animales expuestos al DSS. En un modelo in vivo se 

obtuvo un resultado similar se obtuvo en las células SW480 incubadas con el IFN-γ 

(Figura 11D y F). Por lo tanto, observamos que la fosforilación en la Tre 308 de Akt 

es el factor en la activación de Akt durante la inflamación.  
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La activación de Akt también se asocia con su marcaje hacia degradación, ya que 

una vez que Akt se fosfoila en el residuo 473 y cumple su función en la células, como 

aumentar la proliferación e inhibir la apoptosis de las células (Carnero y Paramillo., 

2014), Akt activa se poliubiquitina en el residuo 48, lo que resulta en su degradación 

por el proteosoma (Wu y col., 2011). Esto explica la oscilación de Akt activa en las 

CEI de los animales tratados con el DSS, ya que en el día 2, Akt está activa 

totalmente y una vez que cumple su función se va a degradación por el proteosoma 

disminuyendo su cantidad hasta casi desaparecer en el día 3, sintetizándose 

nuevamente al cuarto día. La fosforilación del residuo 308 es esencial en la activación 

de Akt en las CEI durante la inflamación y, por ello, nos enfocamos en entender este 

proceso.  

Se ha descrito que las isoformas 14-3-3 η y θ se asocian a PDK-1 y la inhiben en las 

células de riñón embrionario humano (HEK 293T), ésto reduce la fosforilación de Akt 

en el residuo 308 (Sato y col. 2002). Por esta razón, analizamos si alguna de estas 

isoformas de las proteínas 14-3-3 podría estar regulando la actividad de PDK1 en las 

CEI durante la inflamación intestinal. La expresión de distintos miembros de la familia 

de las 14-3-3 nos permitió demostrar que 14-3-3η y θ, inhiben la activación de PDK1, 

pero no así 14-3-3β, ε o ζ, sin que cambie la cantidad de PDK-1 total en las células 

SW480 (Figura 13B). Sin embargo, 14-3-3η disminuye y 14-3-3 θ aumenta en los 

animales con colitis experimental, a la vez que aumenta la activación de PDK1, es 

decir, la proteína 14-3-3η normalmente evita la activación de PDK1 e impide así, la 

sobre activación de Akt en las CEI, y el aumento de la proliferación o la muerte  

celulares (Figura 13D). El aumento de la cantidad de la proteína 14-3-3θ, en la colitis 

puede deberse a la estabilización y consecuente activación de PDK1 durante la 

inflamación. Así, la participación de 14-3-3θ permite la regulación de Akt, y la 

reparación y mantenimiento de la barrera epitelial y del control del ciclo celular 

(Figura 13D) (Yang y col., 2006).  

Nuestros hallazgos demuestran que 14-3-3η se degrada por autofagia, proceso en 

el que es crucial la activación de Akt, como parte de un mecanismo de retro-

alimentación que se ejerce entre los complejos mTORC1 y mTORC2 (Chen y col., 
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2010; Wan y col., 2007). La autofagia se induce en condiciones de estrés, como lo 

es durante la exposición de las CEI a las citocinas pro-inflamatorias, y es regulada 

por las proteínas 14-3-3, al asociarse la proteína 14-3-3 ζ con raptor que forma parte 

del complejo mTORC,1 el principal regulador de la autofagia, impidiendo la formación 

de este complejo y disparando el proceso de la autofagia (Pozuelo-Rubio, y col 

2012).  

Nuestros resultados elucidan una parte del mecanismo en las CEI durante la colitis, 

el cual involucra la asociación de la forma monomérica de 14-3-3 (p14-3-3ζ S58) 

con la proteína raptor. La fosforilación del residuo 58 de las proteínas 14-3-3 las 

monomeriza e impide la asociación de estas con sus proteínas blanco (Dubois y col., 

1997).  

Sin embargo, la sobre-expresión de una mutante de 14-3-3 ζ (14-3-3ζ S58D), 

promovió la acumulación del marcador de autofagia LC3-II en las células SW480, 

esto indica que el monómero de 14-3-3ζ no solo interactúa con raptor, su proteína 

blanco, sino que además induce por si sola el proceso de la autofagia, poniendo  en 

asi en evidencia un nuevo mecanismo de control, basado en su capacidad de 

interactuar con sus blancos enn sus estados monoméricos y diméricos en las CEI 

(Figura 17A).  

Específicamente, nuestro modelo (Figura 17) predice que la estimulación con las 

citocinas pro-inflamatorias promueve la asociación de la forma monomérica de 14-3-

3ζ (p14-3-3ζ S58) con raptor. Este proceso resulta en el secuestro de raptor en el 

citosol y en la inactivación del complejo mTORC1, como ha sido reportado en otras 

condiciones (Gwinn y col., 2008). La inactivación del complejo mTORC1 dispara la 

autofagia y lleva a degradación a 14-3-3η. Como consecuencia PDK1 no puede 

interactuar con su represor, se autofosforila y se activa (Figura 17) (Sato y col., 

2002). El proceso final de estos eventos es la fosforilación de Akt en la Tre 308 y su 

activación total (Sarbassov y col., 2005; Balendran y col., 2000). Akt activa ahora 

puede actuar sobre diversos sustratos entre los que se encuentran las proteínas 

TSC, encargadas de inhibir a la autofagia (Degtyarev y col., 2008, Wang y col., 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dubois%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9246637
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2012), mediada por el complejo mTORC1 (Manning y col., 2002, Inoki y col., 2002). 

En este trabajo se identifica a la maquinaria implicada en el proceso de 

retroalimentación que controla no solo la activación de Akt, sino también la del 

complejo mTORC1 durante la inflamación intestinal, donde las citocinas pro-

inflamatorias el IFN-γ y el TNF-α promueven la generación de los monómeros de la 

proteína 14-3-3ζ (p14-3-3ζ S58) los cuales se asocian con raptor, impidiendo la 

formación del complejo mTORC1 y disparando la autofagia como se ha descrito 

anteriormente.   

La autofagia inducida por la citocinas ha sido observada en otras patologías, 

incluyendo la arteriosclerosis (Jia y col., 2006), la miopatía (Keller y col., 2011) y la 

artritis (Lin y col., 2013), donde ha sido directamente vinculada a la presencia de las 

citocinas IFN-γ y TNF-α. Sin embargo, contrariamente a otros reportes (Tsujimoto y 

Shimizu, 2005; Scott y col., 2007), el incremento en la autofagia observada en 

nuestro modelo no parece ser letal, y de hecho, parece tener una función de 

supervivencia puesto que es claro que una de sus funciones es la de activar la vía 

anti-apoptótica de Akt (Brazil y col., 2004). No obstante, nuestros resultados también 

muestran que la estimulación continúa del sistema, debido al enriquecimiento de las 

citocinas en la mucosa inflamada (Alex y col., 2009; Rogler y Andus, 1998), puede 

resultar en el aumento exagerado de la degradación de 14-3-3η, lo que hiper-activa 

a PDK1 y la de su sustrato, Akt. La acumulación de esta en el núcleo, a la larga 

promueve la muerte celular. 

Con base en esta hipótesis, se puede inferir que, durante la inflamación, la 

acumulación de las citocinas el IFN-γ y el TNF-α en la mucosa intestinal promueve 

la fosforilación o inhibición de diversas proteínas que forman parte de varias vías de 

señalización que regulan la síntesis y degradación, tránsito y localización de 

proteínas, como Akt o la β-catenina entre otras, así como el tránsito o localización de 

las mismas (Maddika y col., 2008; Nava y col., 2014). En condiciones de inflamación, 

esto determina la sobrevivencia o la muerte de la célula afectada, como sucede en 

otros sistemas (Maddika y col., 2008). 
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La degradación de proteínas tiene una doble función, controlar el contenido celular 

de las proteínas y reciclar aminoácidos. Nuestros resultados y los de otros grupos, 

sugieren que la síntesis de proteínas es un evento crítico para el funcionamiento 

celular durante los procesos inflamatorios (Nava y col., 2010 y 2014; Capaldo y col., 

2012, Siggens y col., 1985). Nosotros demostramos que las proteínas 14-3-3 

impiden la hiper- activación de Akt, su acumulación en el núcleo y la apoptosis de las 

CEI, hecho que pone en evidencia la necesidad de investigar su papel durante la 

inflamación. 

Finalmente, con esta tesis demostramos que la regulación de diferentes vías de 

señalización por las proteínas 14-3-3 configuran un escenario complejo, donde los 

monómeros, homodímeros y heterómeros, de estas moléculas, regulan procesos 

celulares cruciales y pueden ser blanco de nuevas terapias que ayuden a controlar 

no solo las enfermedades inflamatorias intestinales (EII), sino que también otras, 

como el cáncer. Los resultados aquí descritos muestran un mecanismo de control de 

Akt: su inactivación por las proteínas 14-3-3, con el fin de controlar la proliferación y 

la apoptosis  de las CEI durante la inflamación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



69 
 

VIII. Conclusiones. 

 

1) La fosforilación de Akt en la serina 473 y en la treonina 308 se regulan 

diferencialmente durante la inflamación.  

2) La inflamación intestinal provoca la degradación de 14-3-3η, lo que favorece 

el incremento de la actividad de PDK-1. 

3) El monómero de 14-3-3ζ se une a raptor e inhibe la función del complejo 

mTORC1. 

4) La inhibición de mTORC1 induce la degradación de 14-3-3η por autofagia. 

5) Las proteínas 14-3-3 regulan la activación y localización de Akt en las CEI. 

6) La inflamación intestinal induce la hiper-activación de Akt y promueve su 

acumulación en el núcleo, donde Akt inhibe la proliferación e induce la 

apoptosis de las CEI.  
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