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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

AKT Cinasa serina/treonina
AP-1 Proteina activadora-1
BCA Acido bicinconinico

CATPEG Catalasa pegilada

CdCl>  Cloruro de cadmio

CO2 Dioxido de carbono

CTMP  Proteina moduladora del carboxilo terminal
DTT Ditiotreitol

ERK1/2 Cinasa reguladora de sefal extracelular 1 y 2
ERO Especies Reactivas de Oxigeno

FasL Ligando Fas

GSH Glutation

HSC Células estelares hepaticas
HSE Elementos de estrés
HSF-I Factor de trancripcion de choque térmico

Hsp70 Proteina de choque térmico 70

IP3 Fosfatidilinositol 3 fosfato
JINK c-Jun cinasa amino terminal
KC Células de Kupfter

MAPK’s Proteinas cinasas activadas por mitogeno
MEC Matriz extracelular

MT Metalotioneina

NaHCOs Bicarbonato de sodio

NF-kB  Factor nuclear kappaB

PDK1 Cinasa dependiente de 3-fosfoinositol-1
PDK2 Cinasa dependiente de 3-fosfoinositol-2
PH Dominio Homologo a plecstrina

PI3K Fosfatidilinositol-3 cinasa

PKB Proteina cinasa B

PKC Proteina cinasa C

PMSF Fluoruro de fenilmetanosulfonilo



PTEN Fosfatasa y homologa a tensina

SEC Células endoteliales sinusoidales

SFB Suero fetal bovino

SHIP SH2-fosfatasa inositol

Stat Transductor de sefial y activador de transcripcion

TAD Dominio transcripcional de transactivacion



RESUMEN

El cadmio es un metal pesado, ampliamente usado en la manufactura de baterias,
estabilizadores, pigmentos, etc. Una vez absorbido, en el humano tiene una vida media
de eliminacion entre 15 y 20 afios. La principal fuente de exposicion al cadmio para la
poblacién en general, es mediante la ingesta de alimentos contaminados, inhalacion de
humo de cigarrillo y la contaminacién industrial. En humanos y otros mamiferos, afecta
varios organos y tejidos, incluyendo al higado, el rifidn, el pulmoén, el pancreas y los
huesos. Sin embargo inicialmente se acumula en el higado en donde los efectos del
cadmio se expresan. El cadmio induce la produccion de especies reactivas de oxigeno,
que se consideran importantes en la activacion de factores de transcripcion, en particular
de Stat-3 cuyo mecanismo de sefializacién se ha relacionado con las MAPK's y
PI3K/Akt. Es por ello, el interés de estudiar al factor de transcripcion Stat-3 como
mecanismo de respuesta celular en cultivo primario de hepatocitos, tratados con CdCls.
Se trataron a las células con SuM de CdCL por diferentes tiempos de incubacién y se
determind por Western blot la activacion del factor Stat-3, Akt, EKR1/2 y Hsp70.
Ademas, se evalud la participacion de la via PI3K/Akt en la activacion del factor Stat-3
y ERK1/2 utilizando inhibidores especificos de la via PI3K/Akt: wortmanina para PI3K
e inhibidor de Akt II para Akt. Para determinar la participacion de las ERO en la
activacion de Akt, ERK1/2 y Stat-3 se pre-trataron los hepatocitos con un antioxidante
catalasa pegilada (CATPEG) por 30 min. Se observé un incremento en la activacion del
factor a partir de la media hora, incrementdndose hasta las 2 horas y comenzando a
declinar a partir de las 3 horas. Con los inhibidores se observo que la activacion del
factor Stat-3 se ve disminuida significativamente con ambos inhibidores comparando
con las células que fueron tratadas solo con cadmio. Ademads, la activacion de Akt
fosforilada en serina 473 y treonina 308 se inicia a los 5 minutos y esta va
incrementando hasta los 30 minutos, disminuyendo a partir de las 2 horas. Por otra
parte la cinética de ERK se observa que a los 15 minutos inicia su activacion,
incrementandose hasta las 2 horas y declinando a las 3 horas. Con los inhibidores se
observo que la activacion ERK1/2 se ve disminuida significativamente con ambos
inhibidores comparado con las células que fueron tratadas s6lo con cadmio. También se
encontrd que cuando se pre-tratan a los hepatocitos con un antioxidante, la activacion de
Akt, ERK1/2 y Stat-3 se ve disminuida de una manera significativa con respecto a los
hepatocitos tratados con solamente cadmio. Estos resultados indican que el cadmio

activa al factor de transcripcion Stat-3 en cultivo primario de hepatocitos y que esta



actividad es mediada por PI3K/Akt y ERK1/2 inducidos por las ERO generadas por el

cadmio, dando como respuesta celular la expresion de la Hsp70.



PARTICIPACION DE LA ViA DE SENALIZACION PI3K/AKT EN LA
ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION STAT-3 EN CULTIVO
PRIMARIO DE HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

1 INTRODUCCION

1.1 ASPECTOS GENERALES DEL CADMIO

El cadmio es un metal ampliamente usado en la manufactura de baterias,
estabilizadores, pigmentos, etc. Coexiste con fierro, zinc y cobre en varios productos y
la liberacion de cadmio al medio ambiente ocurre paralelamente a la liberacion de otros
metales (OECD, 1994). La vida media de eliminacioén del metal es entre 15 y 20 afios
en el humano (Goyer, 1997; Valko y col., 2005). La principal fuente de exposicion al
cadmio para la poblacion en general, es la ingesta de alimentos contaminados, donde
aproximadamente el 70% del cadmio es absorbido por el organismo, porcentaje que se
modifica en personas fumadoras debido a que cada cigarro puede contener de 1-2
pumoles de cadmio y del 40-60% del cadmio que se inhala pasa a través del epitelio
pulmonar a la circulacion sistémica (ATSDR, 1999). En humanos y otros mamiferos,
afecta varios 6rganos y tejidos, incluyendo al higado, el rifidn, el pulmoén, el pancreas y
los huesos (Diamond y Zalpus, 1998). Sin embargo, inicialmente se acumula en el
higado (Rikans y Yamano, 2000; Urani y col., 2007) y es donde muchos de los efectos
toxicos del cadmio se expresan. En el hombre, se estima que la absorcion del cadmio
por el tracto gastrointestinal es de alrededor del 8% del total ingerido. Sin embargo, este
valor puede variar por algunos factores nutricionales y fisiopatologicos. Asi, en
personas con bajas reservas de hierro, la proporcion de cadmio absorbido es mayor. Por
otra parte, se ha observado que en animales con una dieta baja en calcio y proteinas
aumenta la absorcion de cadmio. En general, la absorcion de cadmio en el intestino se
produce en dos etapas. En la primera, las células de la mucosa internalizan el cadmio
presente en el lumen intestinal y en la segunda, una parte del cadmio atraviesa la
membrana basolateral de los enterocitos para pasar a la circulacion sanguinea (Andersen
y col., 1994). Una vez absorbido, el cadmio pasa a la circulacién sanguinea y es
transportado por la albumina a los tejidos. La albimina se encuentra en concentraciones
altas en el plasma (3-5 g/dl) y contiene un grupo sulthidrilo reducido donde se une el
metal (Del Raso y col., 2003). De esta forma llega al higado y a los rifiones donde se

almancena. Solo entre estos dos 6rganos se acumula del 40 al 80% del cadmio presente



en el organismo. Otras moléculas que sirven como transportadores del cadmio en la
sangre son de bajo peso molecular y contienen grupos sulthidrilo como la cisteina, el
glutation (GSH), las metalotioneinas (MTs), la ferritina y la transferrina. Bajo
condiciones fisioldgicas el cadmio se une a los grupos sulthidrilo con mayor afinidad
que a los grupos fosfato, cloruro, carboxilo o amino (Goering y Klaassen, 1997). La
importancia de la interaccion del cadmio con los grupos sulthidrilo es demostrada por la
MTs y el GSH que contienen residuos de cisteina en su estructura. Las MTs son una
familia de proteinas de bajo peso molecular (6-7 kDa) constituida por cuatro isoformas
que son la: MT-I, la MT-II, la MT-IIl y la MT-IV. La MT-I y la MT-II son expresadas
en el higado mientras que la MT-III es expresada en cerebro y la MT-IV es expresada
en epitelio estratificado (Quaife y col., 1994). Las MTs tienen un papel muy importante
en la homeostasis de los metales esenciales como el Zn, el Cu y en la proteccion contra
las especies reactivas de oxigeno (ERO) y la toxicidad producida por el cadmio
(Klaassen y Liu, 1998; Klaassen y col., 1999). El cadmio en el higado se une a la
metalotioneina y este complejo MT-Cd formado es transportado al rifion donde se
considera que induce dafio a la nefrona (Diamond y Zalpus, 1998). El cadmio es
eliminado del organismo muy lentamente con la orina, las heces y sélo pequenas

cantidades del metal se llegan a eliminar con el sudor, la exfoliacion epitelial y el pelo.

1.2 EFECTO TOXICO DEL CADMIO SOBRE LA SALUD

El efecto del cadmio en los seres humanos depende de diferentes factores
incluyendo la dosis, forma quimica, ruta de exposicion y duracion de la exposicion.
Cuando se ingieren alimentos o bebidas con altas concentraciones de cadmio se puede
presentar irritacion estomacal, nausea, vomito y diarrea, dolor abdominal y muscular
(ATSDR, 1999). Los efectos de la intoxicacién por inhalacion crénica (exposicion
prolongada a humos o polvos del metal) son mas graves. En este caso, el cadmio puede
provocar enfisema, enfermedad pulmonar obstructiva, fibrosis, neumonitis y edema
pulmonar. Esta comprobado que el dafio que provoca el cadmio en los fumadores es
mayor y que la concentraciéon de cadmio en los pulmones es mas elevada en estos
individuos. Las principales alteraciones sistémicas debidas a la absorcion de cadmio
consisten en dafio renal con proteinuria y anemia. De estos dafos la proteinuria es el
mas tipico, caracterizada por la a,p, y-globulinuria, albuminuria e inmunoglobulinuria y

en etapas avanzadas puede haber aumento en la excrecion de aminodcidos, glucosa,



calcio y fosfatos en orina, lo cual puede causar la formacion de calculos renales

(Diamond y Zalpus, 1998).

1.3 GENERALIDADES DEL HiGADO

El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, pesa alrededor de 1.5 —
1.8 kg, lo que representa el 2% del peso total del cuerpo. La funcién del higado es
comparable a la del estdbmago, intestino, pancreas y rifion juntos, debido a que es el
responsable de la sintesis de proteinas del suero, almacena nutrientes y energia derivada
de la oxidacion de nutrientes, transforma la glucosa, lipidos, proteinas, purifica la sangre
de sustancias dafiinas, produce la bilis que favorece la digestion de grasas y juega un
papel muy importante en la degradacion y sintesis del colesterol (Dufour y Clavien,
2005).

Este 6rgano se encuentra compuesto por varios tipos celulares, de los cuales el
mas abundante son los hepatocitos que ocupan alrededor del 80% del volumen total del
higado y que es el encargado de llevar acabo la mayoria de las funciones hepaticas. Por
otra parte, las células no parenquimatosas contribuyen con sélo el 6.5% del volumen del
higado pero constituyen el 40% del nimero total de células hepaticas, se encuentran
localizadas en el compartimiento sinusoidal del tejido. El sinusoide hepatico es una
linea constituida de tres tipos celulares: células endoteliales sinusoidales (SEC), células
de Kupffer (KC) y células estelares hepaticas (HSC). Aunque también se encuentran

linfocitos intrahepaticos como las células Pit (Fig. 1).

Figura 1. Tipos celulares hepaticos.



Las cé¢lulas endoteliales sinusoidales constituyen el sinusoide hepatico, ademas
llevan a cabo la importante funcion del filtrado, gracias a la presencia de pequenas
fenestraciones que les permiten una libre difusion de muchas substancias, pero no de
particulas del tamafo de quilomicrones, entre la sangre y la superficie del hepatocito.

Las células de Kupffer son macrofagos residentes y se encuentran localizadas
intrasinusoidalmente, con una alta capacidad endocitica y fagocitica. Se encuentran en
constante contacto con las particulas derivadas del intestino y productos bacterianos.
Secretan potentes mediadores de respuesta inflamatoria por lo cual estas células juegan
un papel muy importante en la respuesta inmune. Ademas, durante el dafio hepatico las
células Kupffer secretan enzimas que pueden proteger a los hepatocitos y estar activos
en la remodelacion de la matriz extracelular (MEC).

Las células estelares se encuentran ubicadas en el espacio de Disse (Fig. 1). Se
caracterizan porque almacenan mas del 85% de vitamina A de todo el cuerpo, controlan
el flujo sanguineo a través de la contraccion y dilatacion del lumen sinusoidal, sintetizan
la mayor cantidad de MEC y las enzimas que degradan a la MEC. En un dafio agudo a
los hepatocitos, las células estelares sufren una transformacion de células quiescentes a
células activas que juegan un papel muy importante en la respuesta fibroética.

Las células Pit son linfocitos hepaticos, que presentan gran actividad endocitica
y exocitica. Participan en la respuesta antitumoral. En modelos de rata se determin6 que
estas células inducen apoptosis en carcinoma de colon (Kmiec, 2001).

La entrada del cadmio a la célula no es uniforme, esto puede ser mediado por
transporte pasivo o activo (Wispriyono y col., 1998) o via canales de calcio (Shafer,
1998; Urani y col., 2007). Estudios en nuestro grupo y en grupos que han trabajo con
cultivo primario de hepatocitos sefialan que una tercera parte del cadmio entra a los
hepatocitos por canales de calcio operados por receptores y sensibles a voltaje (Souza y
col., 1997; Zalpus y Ahmad, 2003; Deckert, 2005; Wang y col., 2007). También se ha
reportado que los grupos sulfhidrilo localizados en las membranas participan en la
entrada de cadmio en células Caco-2 (Pigman y col., 1997) y en células WRL-68 (Souza
y col.,, 1997). A nivel celular, el cadmio disminuye los grupos sulfhidrilo de las
proteinas y del glutation (GSH), debido a que tiene gran afinidad por estos grupos, por
lo que éste metal esta asociado a estrés oxidativo (Rikans y Yamano, 2000; Hsiao y
Stapleton, 2004; Deckert, 2005) y a la formaciéon de ERO debido que disminuye el
glutation, que es muy importante para mantener la homeostasis del estado redox celular

(Valko y col., 2005). Estas ERO, incrementan la lipoperoxidacion (Souza y col., 2004),



alteran el estado redox intracelular, producen dafio en el ADN (Lopez-Ortal y col.,
1999) y en las membranas bioldgicas; ademads, alteran la expresion de genes (Escobar y

col., 2002).

1.4 CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS

La saga del aislamiento de hepatocitos comenz6 hace 40 afos con el objetivo de
mejorar el método para estudio de parasitos de la malaria. El método de preparacion de
hepatocitos intactos fue el primero en describirse en 1969 y desde entonces ha sufrido
muchas modificaciones. Las técnicas mas cominmente usadas fueron introducidas en
1976 y se desarrollan en dos pasos, incluyendo perfusion in situ y con purificacion
basada en la densidad celular. La perfusién usa medio libre de Ca?’, crucial para la
separacion celular y subsecuentemente un medio rico en Ca®" conteniendo una enzima
dependiente de Ca?", la colagenasa para la digestion. El uso apropiado de la colagenasa
es absolutamente crucial para la preparacion de los hepatocitos. Frecuentemente, las
dificultades para obtener una buena disociacion celular son atribuidas a la
contaminacion de la colagenasa con otras proteasas, lo cual varia dependiendo del
procesamiento de lotes. Otro paso critico es la obtencion misma de los hepatocitos.
Aunque en todos los protocolos de purificacion para hepatocitos primarios de ratén
confian en la centrifugacion a través de un gradiente de Percoll. Este polimero remueve
células no parenquimaticas, células muertas y restos celulares, pero el grado de
purificacion de los hepatocitos ha sido dificil de obtener, sin embargo se ha introducido

para evaluar esta purificacion por medio de citometria de flujo (Goncalves y col., 2007).

1.5 ViA DE SENALIZACION PI3K/AKT

La via de sefializacion  fosfatidilinositol-3 cinasa/ cinasa serina/treonina
(PI3K/Akt) es crucial para una amplia cantidad de procesos fisioldgicos que incluyen la
progresion del ciclo celular, diferenciacion celular, apoptosis y sobrevivencia. La via
PI3K/Akt se sabe que es sensible a EROS, porque estas tiene un papel de mediadoras en
cascadas de sefializacion (Fig.2) (Osaki y col., 2004; Sauer y col., 2004; Chuan-Ming y
col., 2007).



Pl{4,5)P2 PI(3,4,5)P3
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Figura 2. Via de Seiializacion de PI3K/AKkt.

Una de las proteinas que forma parte de la via PI3K/Akt, es la cinasa serina
treonina (Akt), también llamada proteina cinasa B (PKB) (Osaki y col., 2004). El
genoma de mamiferos tiene tres genes Ak, que codifican para tres isoformas de Akt:
Aktl/a, Akt2/B y Akt3/y. Akt2 y Akt3 tienen un 81 y 83% de similitud en la secuencia
de aminoacidos con Aktl, respectivamente. Cada gen codifica para una proteina que
contiene un dominio homologo de plekstrina (PH) en la regiéon N-terminal, un dominio
central cinasa y un dominio regulatorio en la region C-terminal (Fig.3). Los tres genes
Akt son ampliamente expresados en varios tejidos, pero la isoforma Aktl es la mas
abundante en cerebro, corazéon y pulmoén, mientras que Akt2 es expresada en tejidos
sensibles a insulina incluyendo el higado, musculo esquelético y tejido adiposo, y Akt3
se expresa poco en Organos intestinales y tejido muscular, pero es predominantemente
expresado en cerebro, rifion y testiculo (Osaki y col., 2004; Thomas y col., 2005). La
localizacion cromosomica de cada gen Akt ha sido identificado como 14q32 (Aktl),

19q13.1-13.2 (Akt2) y 1944 (Akt3). El primer paso en la activacion de Akt, involucra
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su translocacion del citosol a la membrana plasmatica dependiente de PI3K

(Andjelkovic y col. 1997).

. Thr308 » «.Serd473

CINASA REGULADOR

Figura 3. Estructura de los dominios de Akt.

PI3K estd compuesta de dos subuninades, una catalitica (p110) y una
adaptadora/reguladora (p85), esta subunidad se caracteriza por estar constituida de dos
dominios SH2 separados por un dominio iSH2, dos fragmentos ricos en prolina,
separados por un dominio BCR (punto de ruptura) y varios dominios SH3 (Krasilnikov,
2000). Ademas ésta proteina (PI3K) es la responsable de la fosforilacion en la posicion
tres del anillo del inositol de fosfatidilinositol 4,5 bifosfato (P1(4,5)P2), para generar
fosfatidilinositol 3,4,5 trifosfato (P1(3,4,5)P3), un potente segundo mensajero requerido
para la sefializacién de sobrevivencia. La accion de PI3K de fosforilar a P1(4,5)P2 esta
regulada por la fosfatasa y homologa a tensina (PTEN) que realiza la reaccion inversa.
La cinasa Akt sufre un cambio conformacional por la fosforilacion de PI(4,5)P2 a
PI(3,4,5)P3, lo que da como resultado su translocaciéon a la membrana plasmatica,
seguido a esto interactua con PI(3,4,5)P3 via su dominio PH, sufriendo otro cambio
conformacional para ser fosforilada en dos sitios regulatorios Thr308 y Ser473. La
fosforilacion en el sitio Thr308 esta dada por la cinasa 1 dependiente de 3-fosfoinositol
(PDK1) vy la del sitio Ser473 es dada por cinasa 2 dependiente de 3-fosfoinositol
(PDK?2), por otra parte, la proteina moduladora del carboxilo terminal (CTMP) realiza la
reaccion inversa de éstas (Osaki y col., 2004). La fosforilacion de Thr308 y de Ser473,
pueden ocurrir independientemente una de la otra, diversos estudios han demostrado
que la inhibicién de la activacion de Akt via PDK1 lleva a una elevada fosforilacion en
el sitio Ser473 (Kawakami y col., 2004).

Akt regula la sobrevivencia celular a través de la fosforilacion de substratos que
controlan directa o indirectamente los mecanismos de la maquinaria apoptotica. Una de
las proteinas apoptotica sobre la que actua Akt para inactivarla es la proteina Bad, que

controla la liberacion de citocromo C de la mitocondria. También ejerce de manera
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indirecta el control de la apoptoésis a través de la regulacion de la transcripcion,
mediante la fosforilacion de los factores de transcripcion tales como AFX, FKHR y
FKHRLI1, con lo que se inhibe la transcripcién de genes pro-apoptéticos, tales como
FasL, IGFBP-1y Bim (Osaki y col., 2004).

Akt también fosforila y activa a proteinas relacionadas a elementos de respuesta
al AMP ciclico, con lo que incrementa la transcripcion de genes anti-apoptdticos, tales
como Bcl-2, Mcl-1 (Osaki y col., 2004).

En cuanto a la regulacion negativa de la via PI3K/Akt como ya se habia
mencionado ésta va acompafiada por PTEN, que fue originalmente identificada como
tumor-supresor y es frecuentemente afectada por mutaciones en células germinales y
somaticas en cancer humano.

El principal substrato lipido de PTEN es PI(3,4,5)P3, el cual es uno de los
productos de PI3K. PTEN reduce la cantidad de PI(3,4,5)P3 y lo cambia a PI(4,5)P2 a
través de la desfosforilacion en la posicion 3 del inositol (Martelli y col., 2006).

La actividad de Akt también esta regulada negativamente por SH2-fosfatasa
inositol (SHIP) y CTMP. SHIP es una fosfatasa, la cual desfosforila a PI(3,4,5)P3 a
nivel de la posicion 5 y regula los niveles intracelulares de los fosfoinositoles que
activan Akt, sin embargo la importancia regulatoria en la via de SHIP es poco clara. Por
otra parte la CTMP ha sido una proteina de nuevo descubrimiento en la regulacion de la
via, pero se ha reportado que €sta proteina estd relacionada especificamente a nivel del
dominio regulatorio del extremo carboxilo terminal de Akt en la membrana plasmatica y
reduce la actividad de Akt por inhibir la fosforilacion a nivel de la serina 473 (Osaki y
col., 2004).

Es importante enfatizar que PI3K puede controlar a la via de MAPK’s y lo
realiza uniéndose con proteinas fosforiladas en tirosina y/o pequenas proteinas G (ras,
rac, Cdc42), lo que lleva a la sintesis de fosfoinositoles que pueden activar a proteinas
cinasas (Akt, PKC, PDK) y participar en la activacion de las MAPK's. Por otra parte, se
ha encontrado que la activacion de la via de las MAPK’s no tiene un efecto anti-
apoptotico significativo, sino que dicha caracteristica fue detectada en Akt, que es
activada por PI3K, considerandose uno de los principales factores intracelulares
responsables para la transmision de sefial anti-apoptdtica y controlar la sobrevivencia
celular. La sobreexpresion de PI3K en las células es acompanado por un marcado efecto

anti-apoptotico y causa un significante incremento en la sobrevivencia celular. Por el
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contrario, inhibidores especificos de PI3K causan un incremento de apoptosis y un

decremento de la sobrevivencia celular (Krasilnikov, 2000).

1.6 FACTORES DE TRANSCRIPCION

El cadmio lleva a la activacion o silenciamiento de genes de factores que
regulan la transcripcion, proteinas de fase aguda, enzimas antioxidantes y proteinas
estructurales. El cadmio es un inductor efectivo de un gran numero de proteinas de
estrés entre las que se encuentran la hemoxigenasa-1, la proteina de choque térmico 70
(Hsp70) (Souza y col., 2004), Hsp90 y la metalotioneina (Liu y col., 2002).

El primer paso en la transcripcion depende de la actividad de factores proteicos
especificos conocidos como factores de transcripcion, tales como la proteina activadora-
1 (AP-1), el factor nuclear kappaB (NF-kB) y el transductor de sefial y activador de
transcripcion (Stat). Aunque un factor de transcripcion puede jugar un papel dominante
en la determinacion de la expresion de ciertos genes, la activacion transcripcional
generalmente involucra la accion sinérgica de mas de un factor de transcripcion
especifico, ademas de aquellos de la maquinaria de transcripcion basica.

La exposicion al cadmio induce la produccion de especies reactivas de oxigeno,
que se consideran importantes en la activacion de factores de transcripcion, en particular
de Stat-3 (Gao, 2005).

La familia de Stat’s son factores de transcripcion citoplasmaticos que esta
conformada por seis isorformas: Stat-1, Stat-2, Stat-3, Stat-4, Stat-5 y Stat-6 (Rawlings
y col., 2004). Estos factores de transcripcion estan latentes en el citosol y son activados
por fosforilacion en Tyr 705 por la familia de las JAKs (Jakl, Jak2, Jak3) que son
tirosina cinasas (Ortmann y col., 2000), lo cual permite que las Stat’s se dimericen y se
transloquen al nucleo y de esta manera regulen la expresion genética. También el factor
Stat es fosforilado por la familia de la MAPK’s (ERK1/2, JNK y P38) pero en el residuo
Ser 727 (Lim y Cao, 1999). Su dominio C-terminal contiene el dominio transcripcional
de transactivacion (TAD), sitio de fosforilacion por las MAPK’s, por lo que es esencial
para la funcion maxima de las Stat’s (Fig. 4).

La estructura de la Stat-3 estd muy conservada en sus dominios de doble
enrollado de 114-317 residuos, dominio relacionado a DNA con 320-490 residuos,
dominio de unién con 490-580 residuos y el dominio SH2 con 580-680 residuos. El
dominio TAD con 680-750 residuos esta también altamente conservado (Fig.5). En

contraste, el dominio amino terminal estd poco conservado lo que sugiere que estd
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involucrado en mediar respuesta especifica. Y tanto el dominio doble enrollado y SH2

estan involucrados en la interaccion proteina proteina (Stephanou, 2004).

Dominio
de

Dominio
de unioén

Dominio! Dominio
Amino doble

Figura 4. Activacion del factor de transcripcion Stat-3.

Dominio
de

Dominio! Dominio

Dominio
de union

Figura 5. Estructura de Stat-3, incluyendo los dos sitios de fosforilacion por

MAPK’s (Ser 727) y JAK (Tyr 705).
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Aunque el mecanismo de sefializacion de MAPK/STAT es relativamente simple
en teoria, las consecuencias bioldgicas de la via activa son complicadas por la
interaccion con otras vias de sefializacion (Heinrich y col., 2003) como la PI3K/Akt que
es activada (Ferrand y col., 2004), por lo que la relacion entre estas cascadas es muy
compleja.

En el higado el factor Stat-3 tiene un papel importante en la respuesta de fase
aguda, proteccion contra el dano, regeneracion hepatica, homeostasis de glucosa y en el
metabolismo hepatico (Gao, 2005). Existe evidencia que la activacion de Stat-3, ERK y
PI3K/Akt estan implicadas en la hepatoproteccion (Bustos y col., 2003).

También se ha encontrado que la fosforilaciéon en serina en Stat-3 no es
suficiente para la union directa al DNA, esto indica que existe una via alternativa por el
cual Stat-3 pueda activar genes blancos. Por ejemplo Stat-3 fosforilado en serina puede
actuar con el factor de transcripcion de choque térmico (HSF-I) como un co-activador
transcripcional, de genes blanco como el de la proteina Hsp70, que se sabe esta una

region especifica que reconoce Stat-3 para inducir su expresion (Dudley y col., 2004).

1.7 PROTEINA DE CHOQUE TERMICO

El término de proteina de estrés o de choque térmico (Hsps), designa a una clase
de proteinas que son inducidas por calor y agentes estresores como el cadmio (Goering
y col., 1993) y las ERO (Vayssier y Polla, 1998). Estas proteinas son clasificadas de
acuerdo a su funcion y tamafo molecular (15-110 kDa) (Kregel, 2002). Las Hsps estan
presentes en el citosol, la mitocondria, el reticulo endopldsmico y en el nticleo (Feder y
Hofmann, 1999). Estas proteinas funcionan como chaperonas, porque participan en la
localizacion, regulacion, secrecion y degradacion de proteinas. Asi mismo, se les han
atribuido efectos citoprotectores. Entre las Hsps mas estudiadas esta la familia Hsp70
(Hsp72, Hsp73, Hsp75 y Hsp78) ya que son las mas sensibles al cambio de temperatura
y las mas conservadas. Entre las funciones de las Hsp70 estan el mantener la estructura
de las proteinas, la translocacion de las proteinas a través de las membranas de varios
compartimientos celulares, el prevenir la agregacion de las proteinas y la degradacion
de proteinas inestables. El gen de la Hsp70 contiene dos elementos regulatorios que
interactuan con un factor de transcripcion de choque térmico (HSF). Este HSF-I se une
a elementos de estrés (HSE) en la region promotora del gen Hsp70 en condiciones de
estrés e induce la transcripcion de la Hsp70 (Peterson y Lindquist, 1989; Stephanou,

1999). Se conoce que la induccion de la Hsp70 por las ERO es por un mecanismo que
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involucra al factor HSF-I (Jacquier-Sarlin y Polla, 1996). Existen evidencias de que la
funcion principal de la Hsp70 es la tolerancia a una gran variedad de agentes estresores
(Jaattela, 1993). Aunque el mecanismo de citoproteccion no se conoce exactamente, se
le ha atribuido a la Hsp70, un papel muy importante en el estado redox de la célula por
protegerla de los efectos de las ERO (Jacquier-Sarlin y Polla, 1996).

Por otra pate se sabe que el cadmio es capaz de inducir la expresion de esta

proteina Hsp70 como una respuesta celular (Bertin y Averbeck, 2006).
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2 JUSTIFICACION

Se ha encontrado que el cadmio activa la via de sefalizacion PI3K/Akt y que
¢ésta es sensible a ERO. Asi mismo, el cadmio activa al factor de transcripcion Stat-
3, sin embargo no se conoce con exactitud la via de transduccion de sefales para una
respuesta celular por el cadmio, por lo que se pretende evaluar el papel de la via

PI3K/Akt en la activacion del factor de transcripcion Stat-3 en hepatocitos.

3 HIPOTESIS

El cadmio es un metal hepatotoxico, que genera ERO. La via PI3K/Akt y el
factor de transcripcion Stat-3 son sensibles a ERO, por lo que se espera que la via
PI3K/Akt participe en la activacion de Stat3, el cual activa genes de sobrevivencia

como respuesta celular.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL
Determinar la participacion de la via de sefializacion PI3K/Akt en la activacion del

factor de transcripcion Stat-3 en hepatocitos primarios expuestos a cadmio.
4.2 OBJETIVOS PARTICULARES
1) Determinar la cinética de activacion del factor de transcripcion Stat-3 en hepatocitos

primarios tratados con cadmio por diferentes tiempos (0, 0.25, 0.5, 1,2, 3,4y 5 h).

2) Evaluar la participacion de la via de sefializacion PI3K/Akt en la activacion del

factor de transcripcion Stat-3 en hepatocitos primarios tratados con cadmio.

3) Determinar la cinética de activacion para Akt en cultivo primario de hepatocitos

tratados con cadmio.

4) Determinar la relacion de la via de sefializacion PI3K/Akt en la activacion de

ERK1/2 en cultivo de hepatocitos tratados con cadmio.

5) Determinar la participacion de ERO en la activacion de AKT, ERK1/2 y Stat3.

6) Evaluar la expresion de la proteina Hsp70 en cultivo primario de hepatocitos

expuestos a cadmio.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS

Se utilizaron ratones machos de la cepa CD-1, de 8 a 12 semanas de edad. Se
anestesiaron intraperitonealmente utilizando 0.7 ml de Avertina. La superficie
abdominal se lavd con etanol 70%, y se procedidé a hacer una incision en el atrio
derecho del corazdn, en el que se introdujo un catéter (Abbocath 22G) acoplado a un
equipo de perfusion. La vena cava inferior se anudd con hilo de sutura para evitar el
paso de las soluciones utilizadas hacia los rifiones, posteriormente se secciono la vena
porta para abrir la circulacion. Se perfundié con aproximadamente 30 ml de
amortiguador HBSS sin Calcio ni Magnesio que contenia HEPES 10 mM y EGTA 75
mM a pH 7.4 (Gibco). La velocidad de la perfusiéon se controlé con una bomba
peristaltica a 3.8 ml/min. En el segundo paso de la perfusion se utilizaron 50 ml de
colagenasa tipo I (Sigma) a una concentracion de 0.1% en Medio Williams (Sigma) con
NaHCO3 25 mM (J.T.Baker) y amortiguado con HEPES 10 mM (Gibco) a pH 7.4.
Posterior a la colagenasa se extrajo el higado y se coloc6 en una caja de Petri de 10 cm
de didmetro con 50 ml de medio Williams frio suplementado con Suero Fetal de Bovino
(SFB) (Hyclone) al 10%, 1% Antibidtico-Antimicotico (Gibco) (referido en adelante
como medio de adhesion). La capsula de Glisson, membrana de tejido conectivo que
rodea al higado, se rompid utilizando 2 pipetas estériles de 1 ml, con lo que se
dispersaron las células hepaticas y se obtuvo una suspension celular que se pasé por un
filtro con un tamafio de poro de 100 pm. El filtrado se centrifugd a 500 rpm durante 5
minutos a 4 °C, para después succionar el sobrenadante y el boton celular se
resuspendié en 25 ml de medio de adhesion frio. Esta suspension celular se deposito
sobre una solucion de Percoll (Sigma) que contenia amortiguador HBSS 1X (Gibco) y
ambas fases se homogenizaron suavemente invirtiendo 3 veces y posteriormente se
centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos a 4 °C, obteniéndose un boton compuesto por
hepatocitos viables. El sobrenadante se succiond y las células se resuspendieron en 20
ml de medio de adhesion frio. Una alicuota de 100 pl se utilizd para contar las células
en un hematocitometro usando tincidon con azul tripano. El porcentaje de células viables
obtenidas fue de al menos 90% y se obtuvieron tipicamente 45 millones de hepatocitos.
Las células se sembraron en una densidad de 1X10° células en cajas de Petri de 6 cm de
diametro y se incubaron a 37 °C en una atmosfera que contenia 5% de CO». Después de

que los hepatocitos se adhirieron (3 horas aproximadamente), se les cambi6 el medio de
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adhesion por Medio Williams con antibidtico y antimicético, sin SFB. Antes de poner

los tratamientos, las células se dejaron en el medio sin SFB 12 h.

5.2 EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL

La extraccion de la proteina total utilizada en la técnica de Western blot, de los
hepatocitos tratados con y sin CdCl,, se les agregaron 200 ul de un amortiguador de
lisis, formado por 10 ml de Reactivo de Extraccion de Proteina M-PER (Pirce), 100 pl
DTT 1M, 100 ul PMSF 1M, una pastilla de inhibidor de proteasas (Complete, Roche) y
una pastilla de inhibidor de fosfatasas (Roche). Los hepatocitos con el amortiguador se
dejaron 15 min a 4 °C moviendo continuamente, pasado los 15 min los hepatocitos
fueron raspados con un gendarme. Después se centrifugaron a 14,000 rpm durante 15
min a 4° C. El sobrenadante conteniendo la proteina celular se almaceno en pequefios
volimenes y se guardd a -20° C. De una de las alicuotas se cuantifico la concentracion

de proteina con el kit BCA (Pirce).

5.3 ANALISIS POR WESTERN BLOT

El ensayo de Western blot se realizdo de acuerdo con el método descrito por
Simon y col. (1998). Se tomaron 100 pg de la proteina total y se le agregd
amortiguador de muestra 2X formado por Tris-HC1 0.1 M pH 6.8, glicerol, SDS al 20%,
2-B-mercapto etanol y azul de bromofenol al 0.1%. Las muestras se dejaron 5 min a 95°
C y se corrieron en geles de acrilamida-bisacrilamida (BioRad) al 10% en un
amortiguador formado por Tris HCI 1.5M pH 8.8, SDS al 10%. Después, las muestras
se dejaron correr en una camara de electroforesis (mini-Protean II, Bio-Rad) con un
amortiguador de corrida formado por Tris-Base 0.125M, glicina 0.96M y SDS al 0.5% a
120 Volts por 90 min. La proteina se transfiri6 a una membrana de difloruro de
polivinilideno (PVDF, Amersham Biotech) usando un amortiguador de transferencia
formado por Tris-Base 25 mM pH 8.3, glicina 192 mM, SDS al 0.05% y metanol al
20% por 14 h a 30 Volts a 25° C. Después la membrana fue bloqueada con una
solucion de leche descremada al 5% en amortiguador TBS-Tween formado por NaCl
150 mM, Tris-HCl 20 mM y Tween 20 al 0.1 % pH 7.5 por 30 min dos veces.
Posteriormente, se lavdé con TBS-Tween 20 varias veces y se le agregd un anticuerpo
primario especifico para cada proteina como: p-Stat-3 (Ser727) a una dilucion 1:3000
(Biosource), Stat-3 a una dilucién 1:500 (Santa Cruz Biotechnology); p-Akt (Ser473),
p-Akt (Thr308) y Akt a una dilucion 1:1000 (Cell Signaling, Technology); p-ERK1/2 y
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ERK1/2 a una concentracion 1:500 (Santa Cruz, Biotechnology); Hsp70 y Actina en
una dilucién 1:1000 (Cell Signaling, Technology) por lh. Se lavé con TBS-Tween
suplementado con leche durante 10 min dos veces. Posteriormente se realizaron otros
dos lavados con TBS-Tween durante 5 min. Después se les agregd el anticuerpo
secundario acoplado a la peroxidasa a una dilucion 1:1000 (Santa Cruz, Biotechnology)
por 1h. La membrana se lavdo con TBS-Tween 10 min por triplicado y uno con sélo
TBS. Finalmente la membrana se tratd6 con el kit SuperSignal West Pico Substrate
(Pierce) durante 5 min y se determino su densitometria en un Imging System Gel Logic

1500 ademas y se revelo en una placa radiografica (Kodak).

5.4 ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION STAT-3 EN
HEPATOCITOS PRIMARIOS TRATADOS CON CADMIO

Para poder evaluar la activacion del factor de transcripcion Stat-3, los
hepatocitos primarios se sembraron en cajas de Petri de 6 cm a una densidad de 1X10°
células/caja y se dejaron por 12 h en medio con antibidtico y antimicotico sin SFB.
Pasado ese tiempo se les cambio el medio por uno sin suero y sin antibiotico y
antimicotico conteniendo 5 uM de CdCl, y se dejaron incubar por diferentes tiempos (0,
0.25,0.5,1,2,3,4 y5h)a37° C. Las células control estuvieron en ausencia de CdCl.
La activacion de este factor se determind por la técnica de Western blot, con un
anticuerpo especifico para p-Stat3 (Ser727) (Biosource), Stat-3 (Santa Cruz,
Biotechnology) y actina (Cell Signaling, Technology).

5.5 PARTICIPACION DE LA ViA DE SENALIZACION PI3K/AKT EN LA
ACTIVACION DEL FACTOR STAT-3

Se sabe que la via de sefalizacion PI3K/Akt puede participar en la activacion del
factor de transcripcion Stat-3, ademas de ser sensible a ERO. Para evaluar esta relacion,
los hepatocitos primarios se sembraron en cajas de Petri de 6 cm a una densidad de
1X10° células/caja y se dejaron por 12 h con medio con antibidtico y antimicético sin
SFB. Pasado ese tiempo se les cambid el medio por uno sin suero, sin antibidtico y
antimicotico, conteniendo los inhibidores de la via: 100 puM de Wortmanina
(Calbiochem) para PI3K y 10 pM del Inhibidor Akt II (Calbiochem) para Akt,
dejandolos pre-incubar por 30 min a 37° C. Después se les agregd a los hepatocitos, 5
uM de CdCl, durante 2h, este tiempo se determino con el resultado de la cinética de

activacion previamente realizada para el factor Stat-3. Los hepatocitos control
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estuvieron en ausencia de CdCl> y de inhibidores. La proteina se determind por la
técnica de Western blot (Simon y col., 1998) antes descrita utilizando los anticuerpos
especificos policlonales especifico para p-Stat3 (Ser727) (Biosource), Stat-3 (Santa
Cruz, Biotechnology) y actina (Cell Signaling, Technology).

5.6 ACTIVACION DE LA PROTEINA AKT EN HEPATOCITOS TRATADOS
CON CdCL:

La activacion de la proteina Akt se evalud para ver si el CdCl es capaz de
activar esta cinasa, realizando una cinética de tiempo. Los hepatocitos se sembraron en
cajas de Petri de 6 cm a una densidad de 1X10° células/caja y se dejaron por 12 h con
medio con antibidtico y antimicotico sin SFB. Pasado ese tiempo se les cambi6 el medio
por uno sin suero ni antibidtico y antimicotico conteniendo 5 uM de CdCl y se dejaron
incubar por diferentes tiempos (0, 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 1, 2, 3 y 4 h) a 37° C. Los
hepatocitos control se mantuvieron en ausencia de CdCl,. La determinacién de la
activacion de estas proteinas se realizd por la técnica de Western blot, utilizando
anticuerpos especificos policlonales para Akt, p-Akt (Ser473) y el anticuerpo especifico

monoclonal p-Akt (Thr308) (Cell Signaling, Technology).

5.7 ACTIVACION DE ERK1/2 Y LA PARTICIPACION DE LA VIiA PI3K/AKT
EN LA ACTIVACION DE LA ERK 1/2

Se determind la activaciéon de ERK1/2 porque se conoce que el cadmio activa a
esta MAPK, asi que los hepatocitos primarios se trataron con CdCl> a una
concentracion de 5 uM por diferentes tiempos (0, 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 1,2y 3 h) a 37°
C. Los hepatocitos control estuvieron en ausencia de CdCl,. La activaciéon de esta
MAPK se determiné por la técnica de Western blot.

El factor de transcripcion Stat-3 se sabe que es fosforilado por la familia de las
MAPK’s en el residuo Serina y para poder evaluar si la via PI3K/Akt puede activar a la
ERK1/2, los hepatocitos se pre-trataron con inhibidores de la via PI3K/Akt, 100 uM de
Wortmanina (Calbiochem) para PI3K y 10 uM del Inhibidor de Akt II (Calbiochem)
para Akt y se dejaron pre-incubar por 30 min a 37° C. Después se les agregd a los
hepatocitos 5 UM de CdCl> durante 2h, este tiempo se establecid por la cinética de
activacion de la proteina. Los hepatocitos control estuvieron en ausencia de CdClz y de

los inhibidores. La proteina ERK1/2 se determind por la técnica de Western blot
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(Simon y col., 1998) antes descrita utilizando el anticuerpo policlonal especifico para p-

ERK1/2, ERK1/2 (Santa Cruz, Biotechnology) y actina (Cell Signaling, Technology).

5.8 PARTICIPACION DE LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO)
EN LA ACTIVACION DE AKT, ERK1/2 Y EL FACTOR STAT-3

Para determinar la participacion las especies reactivas de oxigeno en la
activacion del de factor de transcripcion Stat-3, la proteina Akt y ERKI1/2 los
hepatocitos fueron pre-tratadas con 0.5mg/ml del antioxidante catalasa pegilada
(CATPEG) (Sigma) por 30 min a 37° C, para inhibir la formacion de ERO. Después a
los hepatocitos se les agregd 5 pM de CdCly, durante 2h para determinar a Stat-3 y
ERK1/2 y 30 minutos para Akt (Ser473; Thr308), estos tiempos se eligieron en base a
las cinéticas de activacion de cada proteina. Los hepatocitos control estuvieron en
ausencia de CdCl y del antioxidante. Las proteinas se determinaron por la técnica de
Western blot (Simon y col., 1998) antes descrita utilizando anticuerpos especificos para
p-Stat3 (Ser727) (Biosource), Stat-3, ERK1/2 (Santa Cruz, Biotechnology) p-Akt
(Serd73), p-Akt (Thr308), Akt y actina (Cell Signaling, Technology).

5.9 PRODUCCION DE LA PROTEINA HSP70

Se sabe que el cadmio genera ERO y que la proteina Hsp70 se expresa ante este
estimulo. Para evaluar la activacion la Hsp70 ante el cadmio, a los hepatocitos se les
agreg6 5 uM de CdCl, y se dejaran incubar por diferentes tiempos (0, 0,5, 1,2, 3,4y 5
h) a 37° C. La produccion de la Hsp70, se determino utilizando la técnica de Western
blot (Simon y col., 1998) antes descrita utilizando el anticuerpo especifico para Hsp70 y

actina (Cell Signaling, Technology).

5.10 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA

La determinacion de la cantidad de proteina en las muestras se realizé con el Kit
BCA (Pierce). Se tomd una alicuota de 5 ul de las muestras y se le agregoé 200 ul de
reactivo BCA diluido 1:50 y se incubd por 30 min a 25° C. Se realiz6 una curva patron
de albumina sérica bovina de 0.1-0.5 mg/ml. Posteriormente se leyd la absorbancia y se

determind la concentracion de la proteina utilizando la curva estandar.
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5.11 ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento se realizd en eventos independientes por triplicado. El analisis
estadistico de los resultados que se obtuvieron, se realizd por andlisis de varianza
(ANOVA) seguida por la prueba de Tukey con el programa SPSS version 10. El nivel

de significancia considerado fue de P < 0.05.
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6 RESULTADOS

6.1 CINETICA DE ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION STAT-
3 EN HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

El efecto del cadmio en la activacion del factor de transcripcion Stat-3 en los
hepatocitos primarios expuestos a 5 uM de CdCl: por diferentes tiempos de incubacion
(0.25, 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 h) se determind por la técnica de Western blot utilizando el
anticuerpo especifico para p-Stat-3 (Ser727), Stat-3 y actina como proteina de
normalizacion. En la figura 1 se muestra el resultado y se expresa como el incremento
de la activacion del factor de transcripcion con respecto al control. Se observa que a
partir de la hora comienza a ser significativa su activacion, con un valor de 1.89 veces
mas que el control, sin embargo su pico maximo de activacion es a las 2 horas,
presentando 2.93 veces mas que el control y a partir de las 3 h la activacion del factor
comienza a descender hasta las 5 h donde obtenemos un valor de 1.19 veces llegando
casi al valor del control. Como un control positivo se utilizé a IL-6, porque se sabe que
esta citocina es capaz de activar al factor Stat-3, reflejandose de una manera positiva en

la figura 1con un incremento de 2.13 veces mas que el control.
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Figura 1. Activacion del factor de transcripcion Stat-3 en los hepatocitos primarios
expuestos a 5 puM de CdClL: por diferentes tiempos de incubacion, determinados
por Western blot. Cada punto expresa el promedio + desviacion estandar (n=3).

Diferencia significativa p<0.05 con respecto al control (*).
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6.2 PARTICIPACION DE LA VIiA DE SENALIZACION PI3K/AKT EN LA
ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION STAT-3

Para demostrar que el cadmio era capaz de activar al factor Stat-3 via la cascada
de sefalizacion PI3K/Akt los hepatocitos se pre-trataron por 30 minutos con los
inhibidores especificos de la via, inhibidor de Akt II para Akt a 10 uM y wortmanina
para PI3K a 100 pM, posteriormente se les agregd 5 uM de CdCl, durante 2 h, tiempo
de méxima activacion del factor Stat-3 obtenido con la cinética de activacion de Stat-3.
Este resultado se determino6 por la técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos
especificos para p-Stat-3(Ser727), Stat-3 y actina como proteina normalizadora. El
resultado se muestra en la figura 2, observandose un incremento significativo en la
activacion de Stat-3 de 2.81 veces mas con cadmio, respecto al control. El pre-
tratamiento con wortmanina disminuy6 significativamente un 65.5% la activacion del
factor con respecto a los hepatocitos tratados con cadmio. En los hepatocitos pre-
tratados con el inhibidor de Akt II se encontrd un disminucién significativa del 24.2%
con respecto a los tratados con cadmio. Para descartar que los inhibidores por si solos
no me activan a Stat-3 se trataron a los hepatocitos con los inhibidores puros sin
cadmio, encontrandose valores semejantes al control, 1.1 veces con el inhibidor de Akt
II'y 1.03 veces con wortmanina. Este resultado muestra que la via PI3K/Akt participa en
la cascada de sefializacion para la activacion del factor de transcripcion Stat-3 en los

hepatocitos tratados con cadmio.
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Figura 2. Participacion de la via PI3K/Akt en hepatocitos pre-tratados con el
inhibidor de Akt II, wortmanina y tratados con 5 pM de CdClL: por 2 h. Cada
punto expresa el promedio + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa

p<0.05 con respecto al control (*) o al cadmio (#).
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6.3 CINETICA DE ACTIVACION DE AKT (Ser 473) EN CULTIVO PRIMARIO
DE HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

Se evaluo si el cadmio estaba activando a Akt (Ser 473) como parte de la cascada
de sefializacion en la activacion de Stat-3, los hepatocitos fueron expuestos a una
concentracion de 5 uM por diferentes tiempos (0, 0.08, 0.16, 0.25,0.5 1,2,3 y 5 h). La
proteina total fue extraida y utilizada para determinar por Western blot esta cinética,
utilizando anticuerpos especificos para p-Akt (Ser 473), Akt y actina como proteina de
normalizacién. En la figura 3, se observa que el cadmio induce la activacion de Akt (Ser
473) desde tiempos cortos, comenzando a ser significativa a partir de los 15 min con un
valor de 3.58 veces mas que el control y alcanzando un pico méaximo de activacion a los
30 min presentando 4.79 veces mas que el control. A la 1 h y 2 h se observd una
disminucién paulatina entre 4.65-4.24 cayendo de manera definitiva a las 4 h con un
valor de 0.91. Con esto se demuestra que la fosforilacion a nivel de la serina 473 de
Akt, se encuentra dentro de la cascada de sefializacion que activa al factor de

transcripcion Stat-3, para los tiempos pequeiios en los que se comienza activar.
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Figura 3. Activacion de Akt (Ser473) en hepatocitos primarios expuestos a S pM
de CdCl: por diferentes tiempos de incubacion determinandose por Western blot.
Cada punto expresa el promedio + desviacion estindar (n=3). Diferencia

significativa p<0.05 con respecto al control (*).
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6.4 CINETICA DE ACTIVACION DE AKT (Thr 308) EN CULTIVO PRIMARIO
DE HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

Para determinar si el cadmio también estaba activando Akt a nivel de treonina 308
como parte de la cascada de sefializacion en la activacion de Stat-3, los hepatocitos
fueron expuestos a una concentracion de 5 uM de CdCl. por diferentes tiempos (0, 0.08,
0.16, 0.25, 0.5 1, 2, 3 y 5 h). La proteina total fue extraida y utilizada para la
determinacion por Western blot, utilizando los anticuerpos especificos para p-Akt (Thr
308), Akt y actina se utilizdé como proteina de normalizacion. El resultado se muestra en
la figura 4, donde se observa que el cadmio induce la activacion de Akt (Thr 308) desde
tiempos cortos comenzando a ser significativa a partir de los 15 min con un valor de
3.11 veces mas que el control y alcanzando un pico maximo de activacion a los 30 min
con un valor de 4.89 veces mas que el control y ala 1 h y 2 h comienza haber un
disminucién paulatina de entre 4.67-4.31 cayendo de manera definitiva a las 4 h con un
valor de 0.93. Esto demuestra que la fosforilacion a nivel de treonina 308 de Akt se esta
llevando a cabo para la méaxima activacion de Akt y asi formar parte de la cascada de
sefalizacion que activa al factor de transcripcion Stat-3, para los tiempos pequefios en

los que se comienza activar.

31



Tiempo (h) 000801602505 1 2 3 4

p-Akt (Thr308) *“w

AKL o o o= o - -

Actina ‘-.......

P
- *
@9 *
0¢ 1§ N
gu
0
ke,
£a
19 : %
gl— 3.
pog -
0
Qo
Q
uS 21
£t
<5
d.“_ 1
Q
£
T
0 008 016  0.25 0.5 1 2 3 4
Tiempo (h)

Figura 4. Activacion de Akt (Thr308) en hepatocitos primarios expuestos a
cadmio por diferentes tiempos, determinado por Western blot. Cada punto
expresa + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p<0.05 con

respecto al control.
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6.5 ACTIVACION DE ERK1/2 EN CULTIVO DE HEPATOCITOS TRATADOS
CON CADMIO

Existen evidencias que el cadmio es capaz de activar a ERK1/2, asi que para
evaluarlo los hepatocitos fueron tratados con CdCl> a una concentracion de 5 uM por
tiempos que comprendieron desde 0, 0.08, 0.16, 0.25, 0.5, 1, 2 hasta 3 horas, el
resultado se determindé con la técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos
especificos para p-ERK1/2, ERK1/2 y actina como proteina de normalizacion. En la
figura 5 se observa que a partir de los 5 min comienza a ser activada, sin embargo esta
es significativa a partir de los 30 min con un valor de 2.33 veces mas que el control,
aumentando gradualmente hasta encontrar un pico maximo de activacion a las 2 h, de
3.03 veces mas que el control y a las 3 h desciende al valor del control de 1. Este
resultado confirma la hipotesis de que el cadmio es capaz de activar a ERK1/2 porque

sus tiempos de activacion coinciden con la cascada de activacion del factor Stat-3.
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Figura 5. Activacion de p-ERK1/2 en cultivo primario de hepatocitos tratados con
CdCl2 a una concentracion 5 pM por diferentes tiempos de exposicion. Esto se
determin6 por la técnica de Western blot. Cada punto expresa + desviacion

estandar (n=3). Diferencia significativa p<0.05 con respecto al control.
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6.6 RELACION DE LA ViA PI3K/AKT EN LA ACTIVACION DE ERK1/2

Se determind la participacion de la via PI3K/Akt en la activacion de ERK1/2
como parte de la cascada de activacion del factor Stat-3, los hepatocitos fueron pre-
tratados por 30 minutos con el inhibidor de Akt Il para Akt y wortmanina para PI3K,
posteriormente se les agreg6 cadmio por 2 horas, tiempo que se determind con la
cinética de activacion de ERK1/2, Para evaluar esto se utilizo la técnica de Western
blot, utilizando los anticuerpos especificos para p-ERK1/2, ERK1/2 y actina como
proteina normalizadora. El resultado se muestra en la figura 6, observandose un
incremento significativo en la activacion de ERK1/2 de 3.03 veces mas con cadmio
respecto al control. El pre-tratamiento con el inhibidor de Akt II disminuyo
significativamente un 31.69 % la activaciéon de ERK1/2 con respecto a los hepatocitos
tratados con cadmio. En los hepatocitos pre-tratados con wortmanina se encontré una
disminucion significativa del 70.9 % con respecto a los tratados con cadmio. Para
descartar que los inhibidores por si solos no activan a ERK1/2, se trataron a los
hepatocitos con solos inhibidores sin cadmio, encontrandose valores semejantes al
control, 0.98 veces con el inhibidor de Akt II y 0.96 veces con wortmanina. Este
resultado muestra que la via PI3K/Akt participa en la activacion de ERK1/2 como parte
de la cascada de sefializacion para la activacion del factor de transcripcion Stat-3 en los

hepatocitos tratados con cadmio.
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Figura 6. Participacion de la via PI3K/Akt en la activacion de ERK1/2, en
hepatocitos pre-tratados con los inhibidores especificos de la via, inhibidor de Akt
II para Akt y wortmanina para PI3K por 30 minutos, posteriormente se trataron
con 5 pM de CdCl: por 2 h. Cada punto expresa el promedio + desviacion estandar

(n=3). Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control (*) o al cadmio (#).
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6.7 PARTICIPACION DE ERO EN LA ACTIVACION DE AKT (Ser 473)

Para estudiar la participacion de las ERO generadas por el cadmio en la
activacion de Akt a nivel de serina 473, los hepatocitos se pre-tratado por 30 minutos
con 0.5 mg/ml de catalasa pegilada (CATPEG) (Sigma), posteriormente se les agregd 5
uM de CdCl; por 30 min, tiempo que se obtuvo con su cinética de activacion. Este
resultado se determind con la técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos
especificos para p-Akt (Ser 473), Akt y actina como proteina de normalizacion. El
resultado se muestra en la figura 7, observandose una disminucion significativa de un
63.7% en los hepatocitos que fueron pre-tratados con la CATPEG, con respecto a los
que solo se trataron con cadmio y para descartar que el antioxidante por si s6lo no activa
a Akt se trataron a los hepatocitos con solo el antioxidante, encontrandose un valor
similar al control de 1.1. Con este resultado se demuestra que las ERO estan activando a

Akt anivel de serina 473.
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Figura 7. Participacion de las ERO en la activacion de Akt (Ser 473), en
hepatocitos pre-tratados con un antioxidante (CATPEG) por 30 minutos,
posteriormente se trataron con 5 pM de CdCl: por 30 minutos. Cada punto
expresa el promedio + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p < 0.05

con respecto al control (*) o al cadmio (#).
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6.8 PARTICIPACION DE ERO EN LA ACTIVACION DE AKT (Thr 308)

La participacién de las ERO generadas por el cadmio en la activacion de Akt
(Thr 308), se evalud pre-tratando a los hepatocitos por 30 minutos con 0.5 mg/ml de
catalasa pegilada (CATPEG) (Sigma), posteriormente se les agregé 5 uM de CdCl, por
30 min, tiempo que se determinod con su cinética de activacion. Este resultado se obtuvo
con la técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos especificos para p-Akt (Thr
308), Akt y actina como proteina de normalizacién. En la figura 8 se muestra el
resultado, observandose una disminucion significativa de un 66.18% en los hepatocitos
que fueron pre-tratados con la CATPEG con respecto a los que so6lo se trataron con
cadmio y para descartar que el antioxidante por si s6lo no activa a Akt se trataron a los
hepatocitos con solo el antioxidante, encontrandose un valor similar al control de 1.1.

Con este resultado se demuestra que las ERO estan activando a Akt (Thr 308).
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Figura 8. Relacion de las ERO en la activacion de Akt (Thr 308), en hepatocitos
pre-tratados con un antioxidante (CATPEG) por 30 minutos, posteriormente se
trataron con 5 pM CdCl: por 30 minutos. Cada punto expresa el promedio +
desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control

(*) o al cadmio (#).
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6.9 PARTICIPACION DE ERO EN LA ACTIVACION DE ERK1/2

Se determind la participacion de las ERO generadas por el cadmio en la
activacion de ERK1/2, pre-tratando por 30 minutos a los hepatocitos con 0.5 mg/ml de
catalasa pegilada (CATPEG) (Sigma), posteriormente se les agregé 5 uM de CdCl, por
2 h, tiempo obtenido con su cinética de activacion. El resultado se determiné con la
técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos especificos para p-ERK1/2, ERK1/2
y actina como proteina normalizadora. El resultado se muestra en la figura 9,
observandose una disminucion significativa de un 61.89 % en los hepatocitos que
fueron pre-tratados con la CATPEG con respecto a los que so6lo se trataron con cadmio
y para descartar que el antioxidante por si solo activa a ERK1/2 se trataron a los
hepatocitos con solo el antioxidante, encontrandose un valor similar al control de 1.1.
Con este resultado se demuestra que las ERO estan participando en la activacion de

ERK1/2.
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Figura 9. Participacion de las ERO en la activacion de ERK1/2 en hepatocitos pre-
tratados con CATPEG 30 minutos, posteriormente se les traté con 5 pM de CdClL
por 2 h. Cada punto expresa el promedio + desviacion estindar (n=3). Diferencia

significativa p < 0.05 con respecto al control (¥) o al cadmio (#).
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6.10 PARTICIPACION DE ERO EN LA ACTIVACION DE STAT-3

Para estudiar la participacion de las ERO generadas por el cadmio en la
activacion de Stat-3, los hepatocitos fueron pre-tratados por 30 minutos con 0.5 mg/ml
de catalasa pegilada (CATPEG) (Sigma), posteriormente se les agregé 5 uM de CdCl»
por 2 h, tiempo que se determind con su cinética de activacion. Este resultado se
obtuvo con la técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos especificos para p-
Stat-3 (Ser727), Stat-3 y actina como proteina de normalizacion. El resultado se muestra
en la figura 10, observandose una disminucion significativa de un 62.71 % en los
hepatocitos que fueron pre-tratados con la CATPEG con respecto a los que solo se
trataron con cadmio y para descartar que el antioxidante por si solo activa al factor Stat-
3 se trataron a los hepatocitos con solo el antioxidante, encontrandose un valor similar
al control de 1.2. Con este resultado se demuestra que las ERO forman parte en la

cascada de activacion del factor Stat-3.
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Figura 10. Relacion de las ERO en la activacion del factor de transcripcion p-Stat-
3 (Ser 727) en cultivo primario de hepatocitos pre-tratados con un antioxidante
(CATPEG) por 30 minutos y posteriormente con 5 pM de CdClL: por 2 h. Cada
punto expresa el promedio + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p <

0.05 con respecto al control (¥) o al cadmio (#).
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6.11 EXPRESION DE LA PROTEINA HSP70 EN CULTIVO PRIMARIO DE
HEPATOCITOS EXPUESTOS A CADMIO

El efecto de el cadmio en la expresion de la proteina Hsp70 como proteina de
respuesta final regulada por la activacion del factor Stat-3, se evalu6 tratando
hepatocitos con CdCl; a una concentracion de 5 uM por diferentes tiempos (0, 0,5, 1, 2,
3,4, 5,y 6 h)y se determind por Western blot con el anticuerpo especifico para Hsp70
y actina como proteina de normalizacion. En la figura 11 se muestra el resultado,
observandose que a partir de los 30 min comienza a ser activada, sin embargo esta
comienza a ser significativa a partir de las 2 h con un valor de 2.87 veces mas que el
control, aumentando gradualmente, hasta las 6 h con un valor de 8.75 veces mas que el
control. Confirmando con este resultado que se ve expresada Hsp70 como proteina final

de la cascada de sefializacion.
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Figura 11. Induccion de la proteina Hsp70 en hepatocitos expuestos a 5 uM de
CdCl: por diferentes tiempos de exposicion, determinado por Western blot. Cada
punto expresa el promedio + desviacion estandar (n=3). * Diferencia significativa

p< 0.05 con respecto al control.
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7 DISCUSION

7.1 ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION STAT-3 EN
HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

Se ha reportado en diversos tipos celulares que una concentracion micromolar
de cadmio es capaz de iniciar rapidamente una serie de eventos de senalizacion,
incluyendo la generacion de segundos mensajeros como IP3 (Liu y col., 2008). Por otra
parte, resultados In vitro demuestran que el cadmio influye en la activacién de varios
factores de transcripcion (Valko y col., 2005), entre los que se encuentra el factor Stat-3.
Ademas, se ha encontrado que las STAT’s tienen multiples funciones bioldgicas como:
proliferacion, apoptosis y sobrevivencia en diferentes tipos celulares como células de
rinén y células hepaticas (Decker y Kovarik, 2000; Levy y Lee, 2002). Se conoce que el
factor Stat-3 es fosforilado a nivel de la serina 727 por via de las MAPK’s a causa de
agentes externos como metales, radiacion UV o por hiperosmolaridad, y esta
fosforilacion es muy importante en respuestas bioldgicas como la de sobrevivencia,
ademas de que se ha relacionado con una mayor actividad transcripcional, como se ha
reportado en el caso de p38, que es indispensable para la fosforilacion en la serina 727
del factor de transcripcion Stat-1 y su actividad transcripcional (Ortmann y col., 2000),
también en la linea celular de riidén (U3A) donde se muto este sitio de fosforilacion y se
obtuvo una inactividad biologica del factor Stat-1. Otra MAPK como ERK1/2 puede
fosforilar residuos de serina en los factores de transcripcion Stat y activarlos, sin
embargo también se ha reportado que esta fosforilacion inactiva a estos factores, por lo
que se han planteado muchas hipotesis hasta el momento, sobre el efecto de la
fosforilacion en serina de las STAT’s, el cual depende del tipo celular y de la clase de
MAPK activada en respuesta al estimulo (Ortmann y col., 2000). Estudios en células
neuronales se ha encontrado que la activacion de las STAT’s es inhibida por el CdCl,
mientras que en células de tipo no neuronal no se ven afectada como en la linea celular
HepG2 (Monroe y Halvorsen, 2006). Células COS-1 y NIH3T3 tratadas con diferentes
agentes como: arsenito de sodio, cloruro de sodio y luz UV la fosforilacion de Stat-3 en
serina 727 fue inducida, y con este resultado los autores infieren que la fosforilacion en
serina puede darse por tratamientos que generan ERO (Lim y Cao, 1999). Es por ello
que se determino si el cadmio era capaz de activar factor Stat-3 a nivel serina 727 como
parte de la respuesta celular de sobrevivencia, encontrandose su maxima activacion dos

horas después de la exposicion al metal de 2.93 veces mas que el control, estudios
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realizados en nuestro grupo de investigacion en la linea HepG2 tratada con cadmio
reportan que el pico maximo de activacion es a la hora (Souza y col, articulo enviado).
En células epiteliales de pulmon tratadas con cromo observaron un incremento en la
fosforilacion de Stat-3, no muy pronunciado a la hora (Ohara y col., 2007). Esto hace

suponer que los hepatocitos son mas sensibles al cadmio que las células de pulmon.

7.2 PARTICIPACION DE LA ViA DE SENALIZACION PI3K/AKT EN LA
ACTIVACION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION STAT-3

Se sabe en estudios hechos en hepatocitos y en cardiomicitos que la activacion
del factor Stat-3, ERK1/2 y de la via PI3K/Akt estdn implicadas en una funcion de
hepatoproteccion (Gao, 2005). En estudios realizados en linea celular de melanoma
humano, se confirm6 del papel de Stat-3 como un blanco para PI3K en la regulacion de
sobrevivencia (Ivanov y col., 2002). Es por ello que se determind la participacion de la
via PI3K/Akt en la cascada de activacion del factor Stat-3, utilizando inhibidores
especificos de la via como son: wortmanina como inhibidor irreversible por unirse a la
subunidad catalitica de PI3K, inhibidor que ha sido ampliamente aceptado; inhibidor de
Akt II, isoforma que es la mas abundante en tejidos y 6rganos como el higado sensibles
a glucosa, este ademas se utiliza como un agente terapéutico contra el cancer por inducir
apoptosis. Sin embargo, en lineas celulares de cancer y ratones que han sido tratados
con LY294002 como un inhibidor de Akt, han observado una menor fosforilacion de
Akt, pero en realidad este inhibidor es especifico de PI3K siendo de accidn reversible a
diferencia de wortmanina, ya que se une al sitio de unién al ATP de PI3K y de esta
manera esta cinasa no puede fosforilar a IP2 para que Akt pueda ser activado, tal vez
por esta razon se utilice este como un inhibidor de Akt (Osaki y col., 2004; Martelli y
col., 2006). Estudios en queratinocitos cuando se les trataba con wortmanina se veia
disminuida la migracion dependiente de Stat-3 (Sano y col., 2000). Sin embargo en
hepatocitos tratados con LY294002 de acuerdo con Shoba y col., (2001) la fosforilacién
de Stat-5 en tirosina no se afecta. En nuestro estudio, los hepatocitos pre-tratados con
los inhibidores de la via PI3K/Akt se aprecid una disminucion significativa de Stat-3,
aunque de manera mas marcada con wortmanina que con el Inhibidor de Akt II, esto se
puede deber a que wortmanina es un inhibidor més especifico de su proteina que el
inhibidor de Akt II, es tal vez por esta razon que se vea en la literatura el uso de
LY294002 para inhibir Akt, o es posible que parte de la activacion de Stat-3 sea por la

accion directa de PI3K, probablemente porque ambos tiene dominios SH-2.
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7.3 ACTIVACION DE AKT EN CULTIVO PRIMARIO DE HEPATOCITOS
TRATADOS CON CADMIO

Akt es el mayor efector en la regulacion de sobrevivencia celular (Persad y col.,
2001). La fosforilacion de esta cinasa en dos sitios, uno en Serina 473 y otro en
Treonina 308 es necesaria para su total activacion y asi protejer a la célula de la
apoptosis e inducir la sobrevivencia y proliferacion celular. Es por esta razon que se
determind la activacion de esta cinasa en ambos sitos, porque si solo Akt estuviera
fosforilada en Thr308 estaria parcialmente activa, mientras que la fosforilacion en
ambos sitios es requerida para su total activacion (Song y col., 2005). Por otra parte la
via dependiente de Akt se considera ser crucial en la apoptosis de hepatocitos, porque
en hepatocitos con el gen deletado para una proteina de membrana se presentd una
actividad disminuida de Akt y un incremento en la apoptosis (Murata y col., 2005). Es
por ello, la finalidad de estudiar si el cadmio era capaz de activar Akt como parte de la
cascada de activacion del factor Stat-3, encontrandose un patron de activacion en ambos
sitios muy parecido, ya que a los 15 minutos comenzd a ser significativa en ambas
activaciones y su pico maximo se obtuvo a los 30 minutos con un incremento de 4.89
veces mas que el control. En la linea celular de cancer de mama MCF-7 tratada con 10
uM de Cd por 60 minutos se reportd un incremento significativo de 3.3 veces mas de
Akt fosforilada que a los 2.5 minutos y continu6 asi hasta los 60 minutos que duré el
experimento (Liu y col., 2008). Por otra parte en las células HepG2, la activacion de
Akt fue evidente después de 5 minutos y asi se mantuvo hasta las 18 horas (Granado-
Serrano y col., 2008). Asi que estos reportes en la activacion de Akt en tiempos de mas
de 3 horas, a diferencia de los resultados obtenidos aqui se puede deber a que sus
experimentos los realizaron en lineas celulares, las cuales son células transformadas en
las que se encuentran activadas de manera indistinta vias de sefializacioén o debido a la
concentracion de cadmio. Asi, con este resultado se determina que Akt se encuentra en
la cascada de activacion del factor Stat-3, porque su actividad comienza en tiempos

cortos.
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74 LA VIA DE SENALIZACION PI3K/AKT Y SU RELACION EN LA
ACTIVACION DE ERK1/2 EN CULTIVO DE HEPATOCITOS TRATADOS
CON CADMIO

ERK1/2 pertenece a la familia de las MAPK’s, que juegan un papel muy
importante en cascadas de sefializacion que regulan procesos celulares como
sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion (Liu y col., 2008). La activacion tanto de
ERK1/2 como de Akt pueden prevenir la apoptosis de la célula inducida por ciertos
agentes quimicos o fisicos (Liu y col., 2008). Numerosos metales han sido reportados
como agentes que afectan la sefializacion de las MAPK’s. El cadmio en la linea de
linfocitos T y otros tipos celulares activa a ERK1/2 (Stephen y col., 2004; Lag y col.,
2005). En adicién, la contaminacion ambiental por metales como el cadmio y el
mercurio pueden activar de manera simultanea a la familia de las MAPK’s (Sugisawa y
col., 2004). Por otra parte, recientemente se demostrd el papel importante de la via
PI3K/Akt en el control celular de las MAPK’s (Krasilnikov, 2000). Asi que para evaluar
esta relacion entre la via PI3K/Akt y ERK1/2 primero se determind la cinética de
activacion de ERK1/2, que comenzd a ser significativa a partir de los 30 minutos y
teniendo un pico maximo de activacion a las 2 h, tiempo que se utilizd para determinar
la participacion de la via PI3K/Akt en la activacion de de ERK1/2. En células de
pulmoén después de 1 a 2 h de exposicion a 10 uM de CdCl,, se aprecio la fosforilacion
de ERK1/2, sin embargo, cuando se expusieron por 12 h al cadmio, esta fosforilacién
fue mucho mas marcada que a 1 o 2 h (Lag y col., 2005). En células de carcinoma de
pulmoén el tratamiento con cadmio induce la activacion de ERK1/2 como una sefial de
sobrevivencia (Lag y col., 2005). En cultivo primario de hepatocitos se incremento la
fosforilacion de ERK1/2 aproximadamente cuatro veces mas que el control a los 5
minutos y un incremento similar a los 10 minutos cuando se les sometié a cambio del
mismo medio, sin embargo, a los 30 minutos y a la hora decremento la fosforilacion de
ERK1/2 por debajo de los niveles basales (Kim y col., 2005) En la linea celular HepG2
tratada con una flavona se incremento la fosforilacion de ERK1/2 después de 5 minutos
de incubacion y los niveles de proteina activa continuaron incrementandose después de
15 a 60 minutos y decrementando a tiempos largos de 2 h (Granado-Serrano y col.,
2008). En la linea celular NIH3T3 tratada con 10 uM de CdCl, se incremento
claramente los niveles de fosforilacion de ERK1/2 después de 1, 3 y 6 h. En contraste
cuando fueron incubadas con 1 a 20 uM de CdCl; por 6 h, la fosforilacion de ERK1/2

se incremento de una manera dosis-dependiente (Sugisawa y col., 2004). En células
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MCF-7 expuestas a 0.5 uM de Cd mostraron un incremento significativo de 2.2 veces
de activacion de ERK1/2 a los 2.5 minutos, pero cuando se trataron con concentraciones
de 5 a 10 uM de Cd se observé una méaxima activacion de 6.3 veces (Liu y col., 2008).
De acuerdo al resultado obtenido en la activacion de ERK1/2 y lo que se ha encontrado
en la literatura, se puede observar que la activacion y duracidon de la activacion de
ERK1/2 depende del tipo celular y la concentracion de cadmio. Asi que los tiempos de
activacion significativos, encontrados de ERK1/2 en este modelo de cultivo primario
van de acuerdo a la cascada de activacion del factor Stat-3. Por otra parte, como ya se
ha mencionado la conexion de ERK1/2 con la via PI3K/Akt es requerida para la
sobrevivencia (Granado-Serrano y col., 2008), ya que en células HepG2 la activacion de
ERK1/2 y de la via PI3K/Akt contribuyen a la sobrevivencia celular. En nuestro estudio
encontramos que al pre-tratar a los hepatocitos con los inhibidores especifico de la via
PI3K/Akt se disminuye significativamente la activacion de ERKI1/2, este resultado
confirma que la via PI3K/Akt est4 participando en la activacion de ERK1/2. Estudios
en hepatocitos primarios con el inhibidor LY294002 a una concentracion de 50 uM,
como inhibidor de la via PI3K/Akt bloque6 la fosforilacion de ERK1/2 confirmado de
esta manera que la via PI3K/Akt es una importante via de sefializacion requerida para la
activacion de ERK1/2 (Mounho y Thrall, 1999). En células de rifion embrionario se
mostro que la activacion de la MAPK’s fue sensible a wortmanina otro inhibidor de

PI3K (Lo y col., 2003).

7.5 PARTICIPACION DE ERO EN LA ACTIVACION DE AKT, ERK1/2 Y
STAT-3

El papel de las ERO como segundos mensajeros o mediadores de vias de
senalizacion ha sido investigado mediante el pre-tratamiento a la células con
compuestos antioxidantes como: catalasa pegilada (CATPEG) y N-acetilcisteina
(NAC) antes de la administracion de cadmio, esto se ha confirmado en células renales
(Hsiao y Stapleton, 2004; Koyu y col., 2006). Debido a que el cadmio es capaz de
generar ERO, es por ello, que se plantea ver su participacion como mediadores de la
activacion de Akt, ERK1/2 y Stat-3 utilizando como antioxidante a la CATPEG, ya que
su conjugado de polietilenglicol le da mayor tiempo de vida media para actuar a
diferencia de la catalasa no modificada, su efecto se ha observado al reducir el nimero
de células tumorales de pulmoéon (Hyoudou y col., 2006). Por otra parte, en un modelo

murino de células de pulmén sometidas a radiacion y pre-tratadas con CATPEG se
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demostrd su accion antioxidante (Machtay y col., 2006). En el presente estudio
encontramos que la activacion de la Akt (Ser 473), la Akt (Thr 308), la ERK1/2y la
Stat-3 (Ser 727) se ve disminuida de manera significativa su actividad con respecto a las
células que solo fueron tratadas con cadmio, con este resultado se confirma que las ERO
generadas por el cadmio se encuentran como mediadores de la cascada de sefializacion
que se propone para el cadmio en cultivo primario de hepatocitos. Stephen y col.
(2004), reportan que metales pesados como el cadmio, cobalto, arsénico, vanadato y
cobre han mostrado interactuar con la via PI3K/Akt mediante las ERO y no mediada
por las ERO. Por otra parte, Granado-Serrano y col. (2008), sefialan que la generacion
de ERO actian como activadores rio arriba de las MAPK’s, ya que cuando las células
son tratadas con NAC se ve suprimida su activacion. En un modelo de hepatocitos
tratados con NAC se observo un decremento de la fosforilacion basal de ERK1/2, este
resultado sugiere que las ERO juegan un papel crucial en la regulacion de ERK1/2 en
hepatocitos cultivados en ausencia de hormonas, factores de crecimiento asi como en

hepatocitos en respuesta a cambio de medio completo nuevo (Kim y col., 2005).

7.6 EXPRESION DE LA PROTEINA HSP70 EN CULTIVO PRIMARIO DE
HEPATOCITOS EXPUESTOS A CADMIO

La exposicion a metales pesados resulta en una alta expresion de la proteina
Hsp70 en tejidos de peces, incluyendo hepatocitos (Boone y Vijayan, 2002). Esta
proteina se sabe que actua como chaperona molecular y es crucial para la funcionalidad
de las proteinas incluyendo, plegamiento, localizacion intracelular, secrecion vy
degradacion (Boone y Vijayan, 2002).En estudios realizado en la linea celular U3A,
determinaron que existe una region corta del promotor del gen codifica para Hsp70 que
contiene un sitio de reconocimiento para Stat-3 (Stephanou y Latchman, 1999;
Nageswara y col., 2001). Ademas, la interaccion de esta chaperona esta involucrada con
la transduccion de sefal, regulacién del ciclo celular y muerte celular programada
(Mayer y Bukau, 2005). Es por ello el interés de ver su expresion como respuesta final
de la cascada de senalizacion en la activacion del factor Stat-3. En nuestro estudio, los
hepatocitos tratados con CdCl, 5 uM incrementaron la expresion de la proteina Hsp70
de manera dependiente del tiempo de exposicion, a partir de las 2h que comenz6 a ser
significativa. Estudios en células HepG2 con 5 pg/ml de CdCl, se encontré un
incremento de cuatro veces en la induccion de la Hsp70 (Tchounwou y col., 2001), en el

grupo de Urani y col. (2007), trataron a las células HepG2 a diferentes concentraciones
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de CdCl, reportando que a una exposicion prolongada a CdCl, sobre-regula la
expresion de la Hsp70. Estudios realizados en cultivo primario de hepatocitos tratados
con 10 pM de CdCl; por 24 h mostraron una elevada acumulacion de 3 a 6 veces

(Boone y Vijayan, 2002).

53



8 CONCLUSION

Se ha reportado que el cadmio es capaz de activar a factores de transcripcion
(Valko y col., 2005), sin embargo, el mecanismo exacto por el que se activa al factor
Stat-3 no se conoce. Nuestros resultados se resumen en la figura 12, en la que se
observa que el cadmio induce una clara producciéon de ERO involucradas como
mediadoras de vias de sefializacion como se ha reportado en trabajos con cultivo
primario de hepatocitos y ha no ser consideradas como una respuesta citototoxica. Las
ERO generadas por el cadmio llevan a la activacion de Akt, ERK1/2 y Stat-3 que son
sensibles a las ERO. Asi mismo, se sabe que existe una relacion entre la via PI3K/Akt y
la MAPK ERK1/2 en mecanismos de respuesta celular, como sobrevivencia, y al
encontrar en los resultados una disminucién significativa de la activaciéon de p-ERK1/2
por los inhibidores especificos de la via PI3K/Akt se confirm6 la relacion entre estas
proteinas dentro de la cascada de sefializacion para la activacion del factor Stat-3 a nivel
de serina 727, sitio que se sabe es fosforilado por via de las MAPK’s. Y una vez
fosforilado el factor por ERK1/2 se une a la secuencia especifica que reconoce el
promotor del gen de la Hsp70 para inducir la expresion de esta proteina como una

respuesta final en la via de sefializacion (Fig 12).
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Figura 12. Mecanismo de accion encontrado para el cadmio en hepatocitos.
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