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RESUMEN

R/
0.0

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial que debido a la actividad industrial, esta ampliamente
distribuido en el ambiente. Las especies reactivas de oxigeno (ERO) pueden ser mediadoras de sefiales y
se ha sugerido que el Cd puede producirlas a través de la nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
oxidasa (NADPH oxidasa), la cual es activada por medio de PKC. El factor de transcripcion como el
Transductor de Sefial y Activador de Transcripcion-3 (Stat-3), es sensible a la generacion de ERO y es
activado por el Cd. Sin embargo, no se conoce con exactitud la via de transduccién de sefiales responsable
de la activacion de Stat-3 por el Cd. Se sabe que la proteina Stat-3, es fosforilada por JAK2 en los residuos
conservados de tirosina (Tyr705) y por ERK 1/2 en serina (Ser727). Stat-3 activado se transloca al nucleo
para activar los genes correspondientes. Por otro lado, se conoce que el factor de crecimiento epidermal
(EGFR) puede ser transactivado por la cinasa Src para fosforilar a Stat-3 en tirosina (Tyr705) de manera
directa. Es por ello, que el objetivo de este proyecto fue caracterizar el mecanismo de activacion de Stat-3
mediado por el CdCl, en hepatocitos de raton.. Los hepatocitos fueron tratados con 5 uM de CdCl, por
diferentes tiempos de incubacioén (0, 0.15, 0.5, 1, 2, 3-12 h) y se determino la activacion del factor Stat-3,
del EGFR, de ERK 1/2, asi como de la Hsp70 por Western blot. Para poder evaluar la participacion del
EGFR, de PKC y de la cinasa Src en la activacién de Stat-3, las células fueron pre-tratadas con los
inhibidores para el EGFR (AG1478), para PKC (queleritrina) y para la cinasa Src (Su6656), seguidos de 5
uM de CdCl,, Los resultados mostraron que la activacion del factor Stat-3 tanto en tirosina como en serian
es dependiente del tiempo de exposicion al CdCl,. Los inhibidores para EGFR, PKC y la cinasa Src,
mostraron una disminucion significativa en la activacion de Stat-3 en los hepatocitos tratados con CdCl,.
Para determinar la transactivaciéon del EGFR mediado por la cinasa Src, los hepatocitos fueron pre-
tratados con el inhibidor de la cinasa Src (Su6656), seguido de 5 uM de CdCl,. Se encontré que la
activacion del EGFR por el Cd es dependiente del tiempo de exposicion y que al inhibir a la cinasa Src, la
activacion del EGFR disminuy6 en un 59.19%. Para determinar la participacion del EGFR, de la cinasa
Src y de PKC en la activacion de ERK 1/2 los hepatocitos fueron pre-tratados con los inhibidores para el
EGFR (AG1478), para PKC (queleritrina) y para la cinasa Src (Su6656), seguido de 5 uM de CdCl,. Se
encontr6 que la activacion de ERK 1/2 por el Cd es dependiente del tiempo de exposicion y que al inhibir
al EGFR, la activacion de ERK 1/2 disminuy6 en un 76.51%. La activacion de ERK 1/2, también se
encontrd disminuida en un 50.81% con el inhibidor de la cinasa Src y en un 63.71% con el inhibidor de
PKC. También se evalué la produccion de la proteina Hsp70 en los hepatocitos tratados con 5 uM de
CdCl, y se encontrd un incremento con respecto al tiempo de exposicion. Con estos resultados podemos
concluir que el Cd puede activar al factor de transcripcidon Stat-3, por medio de la trasactivacion del EGFR
dependiente de la cinasa Src. Ademas, la activacion del EGFR involucra la via de transduccion de sefiales
para la activacion de ERK 1/2 que tiene un papel muy importante en la regulacion de Stat-3. La
produccién de la Hsp70 por el Cd, es una respuesta que presentan los hepatocitos como mecanismo de
sobrevivencia y su expresion puede ser mediada por la proteina Stat-3 por contener en su region

promotora un sitio de reconocimiento para Stat-3.
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1 INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL CADMIO (Cd)

El cadmio (Cd) es un metal pesado no esencial que estd ampliamente distribuido en el
ambiente, por la contaminacién industrial. Se estima que cerca de 25,000 a 30,000 toneladas de Cd
son liberadas al ambiente por afio, debido a las amplias aplicaciones industriales que se le ha dado
como la fabricacion de baterias, pinturas, plasticos, fertilizantes, etc. Por lo tanto se incrementa el
riesgo tanto de humanos como en otros mamiferos al exponerse a este metal. En el siglo XXI, el uso
global del Cd es del 77 % por baterias NiCd, 11 % por pigmentos, 8 % por revestimientos (Gunnar y
col., 2005). La principal fuente de exposicion al Cd para la poblacion en general es la ingesta de
alimentos contaminados, donde aproximadamente el 70% del metal es absorbido por el organismo,
porcentaje que se ve incrementado en personas fumadoras ya que un cigarro contiene entre 1-2 ug
de Cd. Se ha demostrado que una baja concentracion de hierro, zinc, y cobre en suero incrementa el
grado de absorcion considerablemente del Cd por via gastrointestinal en humanos (Gunnar y col.,
2005). La exposicion por via respiratoria ocurre en forma de particulas en el aire. Estudios obtenidos
de exposiciones cronicas, indican que existe una alta absorcion del Cd a través de la via inhalatoria
aproximadamente del 7-40 % (Gunnar y col., 2005). Después de la absorcion, el Cd se une a la
albumina (Alb), y a otras proteinas en el plasma sanguineo. El Cd unido a la albumina (Cd-Alb) es
captado principalmente por el higado en donde causa toxicidad. En los hepatocitos el Cd se une al
glutation (GSH) y es eliminado en la bilis. E1 GSH es un tripéptido constituido por tres aminoacidos:
glicina, cisteina, y dcido glutdmico; es un antioxidante intracelular para lo cual usa el grupo tiol de la
cisteina como agente reductor (Schnelldorfer y col., 2000). Igualmente el Cd puede unirse a la
metalotioneina (MT) y trasladarse al rifion para su excrecion (Fig. 1). Las MT constituyen un grupo
de proteinas ampliamente distribuidas en los organismos. Se caracterizan por tener un alto contenido
de grupos sulthidrilo capaces de unir metales esenciales. La MT es una proteina citosdlica la cual es
inducida por una variedad de xenobidticos, hormonas, citocinas y metales como el Zn y el Cd
(Coyle y col., 2000). Se le ha dado un papel muy importante en la acumulacion del metal en los
tejidos, con la cual forma un complejo (Garcia y col., 1999). La entrada del Cd a la célula no es
uniforme en todos los sistemas. Esto puede ser mediado por transporte pasivo o activo (Wispriyono
y col., 1998) o via canales de calcio (Shafer., 1998). En nuestro laboratorio se determind que el
transporte de Cd en cé¢lulas hepaticas puede ser por canales idnicos o por acarreadores que
involucran interaccion con los grupos sulthidrilo (Souza y col., 1997; Zalpus y Ahmad., 2003). El
grupo de Trinder y col., (2000) determiné que en el higado se expresa la proteina DMT1

(transportador 1 de metales divalentes), que esta involucrada en la entrada de Cd. El Cd que es
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absorbido es eliminado muy lentamente por la orina, las heces fecales y solo pequefias cantidades
del metal se llegan a eliminar por el sudor, la exfoliacion epitelial y el pelo (Timbrell., 2000). En
humanos y otros mamiferos, el Cd afecta a varios 6rganos y tejidos, incluyendo el rifién, el higado,
el pulmon, el pancreas, la placenta y los huesos. Se conoce que el Cd tiene una vida media entre 20-
30 afios en el humano (Gunnar y col., 2005; Wlostowsk y col.,, 2007). El Cd tiene efectos
carcinogénicos en organos tales como, pulmoén, pancreas y prostata (Gunnar y col., 2005). Basado
en estudios epidemioldgicos y toxicologicos en humanos y animales experimentales, la Agencia
Internacional para la Investigacion del Cancer en USA (IARC), ha clasificado al Cd como un

carcindgeno de categoria de tipo I (Urani y col., 2007).
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Figura 1.- Absorcién del cadmio (Cd) a nivel sistémico y su transporte a los érganos blancos; GSH:

glutation; MT: metalotioneina; aa: amino dcidos; Alb: albimina. Imagen tomada de Gunnar, y col., 2005.
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1.2 EFECTOS DEL CADMIO

Los efectos del Cd sobre el organismo dependen de varios factores, incluyendo la dosis, la
forma quimica, las propiedades fisicoquimicas, la ruta de exposicion y la duraciéon de la exposicion.
Cuando se ingieren alimentos o bebidas con altas concentraciones de Cd se puede presentar gastritis,
nausea, vomito, diarrea, dolor abdominal y mialgias, asi como salivacion. Los efectos por inhalacion
cronica de humos, polvos de 6xido o sulfuros son mas graves. En este caso, el Cd puede provocar
enfisema, neumonitis quimica aguda y edema pulmonar. Respecto al dafio pulmonar, esta se
incrementa con el tiempo y el grado de exposicidon, y consiste en obstruccion pulmonar, bronquitis
cronica y la fibrosis progresiva. Estd comprobado que el dafo que el Cd provoca en los fumadores
es mayor y la concentracion de Cd en los pulmones es mas elevada en estos individuos. Las
principales alteraciones sistémicas debidas a la toxicidad del Cd consisten en dafio renal con
proteinuria, anemia y aumento en la velocidad de sedimentacion en los eritrocitos. De estos dafios la
proteinuria es el mas tipico, caracterizado por la o,p, y-globulinuria, albuminuria e
inmunoglobulinemia y en etapas avanzadas puede haber un aumento en la excrecion de
aminoacidos, glucosa, calcio y fosfatos en la orina, lo cual puede causar la formacion de célculos
renales (Diamond y Zalupus., 1998). A nivel celular se conoce que el Cd produce lipoperoxidacion
en donde los 4cidos grasos polinsaturados son peroxidados por un mecanismo mediado por radicales
libres, lesionando la membrana celular con un aumento en la permeabilidad. Hay evidencias de que
el Cd inactiva actividades enzimaticas importantes para la funcion celular, ya sea por unirse a los
grupos tioles presentes en los sitios activos de las enzimas o por desplazamiento de metales
esenciales por competir por los sitios de union (Rikans y Yamano., 2000). También el Cd disminuye
los grupos sulfihidrilo de las proteinas y del GSH, debido a que tiene gran afinidad por estos grupos,
por lo que éste metal estd asociado a estrés oxidativo (Rikans y Yamano., 2000; Hsiao y Stapleton.,
2009) y a la formacion de ERO. 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 alteran la
expresion de genes (Escobar y col., 2002). Asi mismo, el Cd incrementa el contenido de calcio

intracelular (Rikans y Yamano., 2000), y la sintesis de la proteina MT (Garcia y col., 1999).

1.3 GENERALIDADES DEL HiGADO

El higado es el 6érgano mas grande del cuerpo humano, pesa alrededor de 1.5 — 1.8 kg, lo que
representa el 2% del peso total del cuerpo. La funcion del higado es comparable a la del estomago,
intestino, pancreas y rifidn juntos, debido a que es el responsable de la sintesis de proteinas de suero,

almacena nutrientes y energia derivada de la oxidacion de nutrientes. Transforma la glucosa, lipidos,
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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
parenquimaticas contribuyen con soélo el 6.5% del volumen del higado, pero constituyen el 40% del
numero total de células hepaticas. Se encuentran localizadas en el compartimiento sinusoidal del
tejido. El sinusoide hepatico es un elemento constituido 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. 2). Las células endoteliales
sinusoidales, llevan a cabo la importante funcion del filtrado, gracias a la presencia de pequefias
fenestraciones que les permiten una libre difusion de muchas substancias.

Las células Kupffer 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 estds células juegan un papel muy importante en la respuesta inmune. Ademas durante el dafio
hepatico, las células Kupffer secretan citocinas, prostainoides, oxido nitrico que pueden proteger a
los hepatocitos y estar activos en la remodelacion de la matriz extracelular (MEC) (Dufour y
clavien., 2005).

Las células estelares se encuentran ubicadas en el espacio de Disse (Fig. 2). 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 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 fibrdtica. Las células Pit son linfocitos hepaticos, que presentan gran actividad
endocitica y exocitica. Participan en la respuesta antitumoral. En modelos de rata se determind que

estas células inducen apoptosis en carcinoma de colon (Kmiec., 2001).

1.4 EL FACTOR TRANSDUCTOR DE SENAL Y ACTIVADOR DE TRANSCRIPCION
(STAT-3)
La exposicion al Cd lleva a la activacion de genes de factores que regulan la transcripcion de

proteinas de fase aguda, enzimas antioxidantes y proteinas estructurales. El Cd es un inductor
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efectivo de un gran nimero 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 MT (Liu y col, 2002).

Las proeinas Stat fueron identificadas por primera vez a partir de la purificacion de factores
que se unen a genes inducidos por el interferon-y (Stephanou., 2004). Hasta el momento son siete las
Stat identificadas (Stat-1, Stat-2, Stat-3, Stat-4, Stat-5a, Stat-5b y Stat-6). Las Stat comparten en su
estructura una serie de dominios conservados, importantes para ejercer correctamente su funcion,
estos dominios desde el extremo N-terminal al extremo C-terminal son; dominio de interaccion
dimero-dimero, dominio enrollado-enrollado, dominio de union a ADN, dominio SH2 (Src-
homologo 2) y dominio de transactivacion.

La via de la cinasa Janus /STAT (Jak/STAT) es uno de los mecanismos de sefialacion para
citocinas y factores de crecimiento. La sefializacion de Jak/Stat ocurre cuando el ligando se une a su
receptor, induciendo la multimerizacion de las subunidades (Warren., 2001). Para algunos ligandos
como la eritropoyetina y las hormonas del crecimiento, las subunidades del receptor estan unidas
como homodimeros, y para otros como los interferones y las interleucinas, como heterodimeros
(Jason y col., 2004). La via Jak/Stat utiliza un mecanismo en el cual los factores de transcripcion
Stat que se hallan en estado latente en el citoplasma son fosforilados por las cinasas de la familia
Janus, dando lugar a la dimerizacidn y su translocacion al nicleo (Madamanchi y col., 2001) (Fig.
3). En el nucleo el dimero, Stat, es fosforilado por otras cinasas, como las de la familia de las cinasa
activadas por mitogenos (MAPK) pero en residuos de serina. Las Stat modulan la expresion de
genes relacionados con la diferenciacion, el desarrollo, el crecimiento, la inflamacion y proliferacion
(Jason y col., 2004). En mamiferos la familia de Jak comprende de cuatro miembros: Jakl, Jak2,
Jak3 y Tyk2. Las MAPK estan involucradas en la regulacion del crecimiento celular, diferenciacion
y varias respuestas al estrés oxidativo incluyendo la apoptosis. La familia de las MAPK esta
formada por ERK 1/2 (cinasa regulada por sefiales extracelulares), p38 y la cinasa de Jun (JNK). En
general se considera que las ERO activan a las MAPK, sin embargo la respuesta de los diferentes
miembros de la familia es un proceso que depende del tipo celular. La cascada de sefializacion de
ERK 1/2 es activada por factores de crecimiento y estd asociada con la proliferacion celular. p38 y
JNK son activadas principalmente por estrés celular y estan asociadas con procesos de inflamacion y
apoptosis. La fosforilacion de Stat en serina 727 por las MAPK en adicién a la fosforilacion en
tirosina 705 por las Jak es requerida para una maxima activacion transcripcional. Eso indica por
consiguiente que la fosforilacion de Stat en serina 727 permite la integracion de sefiales provenientes
de maltiples vias (Zhang y col., 2004). Cambios en el estado redox intracelular pueden modificar la
conformaciéon de los Stat habilitando su activacion (Dudley y col., 2004). Barry y col., (2009)

demuestran que Stat-3, juega un papel citoprotector en células cardiacas expuestas a estrés
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oxidativo. El Cd induce la produccion de ERO, que se consideran importantes en la activacion de

factores de transcripcion, en particular de Stat-3 (Gao., 2005).

Célula Estelar
Quiescente

bdd AR

Célula de

Espacio de Disse
Célula Endotelial Kupffer

Figura 2. Tipos celulares de higado normal. Las células estelares quiescentes (azul) se representa en el espacio de
Disse entre los hepatocitos (rosa claro, las células cuadradas) y las células endoteliales sinusoidales (color rosado
oscuro, las células alargadas), a un costado de las células de Kupffer (color morado) Imagen modificada de

Friedman., 2004.

1.5 RECEPTOR DEL FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDEMAL (EGFR)

Se conoce que el Stat-3 puede ser activado por el receptor del factor de crecimiento
epidermal (EGFR). Este receptor es una cinasa de tirosina transmembranal de 170 kDa que
pertenece a la familia de las proteinas HER/ErbB (Ortiz y col., 2008). Su region amino terminal se
encuentra localizada hacia el lado extracelular y posee dos dominios ricos en cisteinas, asi como de
presentar sitios de glicosilacion que pueden regular la unioén del ligando al receptor. El extremo C-
terminal se orienta hacia el interior de la célula y estructuralmente posee dos componentes

importantes que definen la cascada de sefalizacion intracelular: 1) un dominio con actividad de
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cinasa de tirosina, y 2) un numero importante de residuos de tirosina, susceptibles de ser fosforilados
(Lemus y Montaio., 2004). La union a su ligando resulta en la dimerizacion de un receptor que da
lugar a la activacion de su tirosina cinasa y a la transfosforilacion de los residuos de tirosina de su
extremo C-terminal, asi como de la activacion de sefiales intracelulares y a su degradacion lisosomal
(Biscardi y col., 1999).

La fosforilacion del receptor en la tirosina 845 (Tyr485) en su dominio catalitico esta
implicado en el sostenimiento de la activacion, para facilitar la unidon con los sustratos de la
superficie celular, también de ser un sitio de union para la cinasa Src.

El entrecruzamiento de sefiales que involucran la transactivacién del EGFR esta implicado
en la regulacion de una amplia variedad de funciones celulares importantes. Una de las proteinas que
participan en la transactivacion del EGFR es la cinasa Src (Slomiany y Slomiany., 2009). La
activacion del EGFR genera sefales que inducen la proliferacion, la diferenciacion y la
sobrevivencia celular a través de las MAPK (en especifico con ERK 1/2) (Fig. 5). El intermediario
que conecta a la cascada de sefializacion generada por EGFR con ERK 1/2 es la proteina Ras, que
une nucleodtidos de guanina y que posee también actividad de GTPasa. En el estado activo, Ras se
une y activa a Raf, una cinasa de serina/treonina que a su vez fosforilan y activan a la cinasa de
ERK/MAPK (denominada MEK), enzima que fosforilan residuos de serina/treonina y de tirosina. La
activacion de ERK 1/2 requiere de su fosforilacion en un residuo de treonina y en uno de tirosina,
separados unicamente por un aminoacido. Finalmente ERK 1/2 activada, pasa del citoplasma al
nucleo y fosforila a proteinas reguladoras de la transcripcion como a Stat-3 en serina 727 (Lemus y
Montaio., 2004; Skarpen y col., 2005).

La cinasa Src es un miembro de la familia de proteina tirosina cinasa y tiene un papel muy
importante en la transactivacion del EGFR. La cinasa Src, fue identificada originalmente como el
homologo celular del v-Src por el virus del sarcoma de Rous (Moasser y col., 1999). Y tienen un
papel importante en la diferenciacion, la proliferacion y la sobrevivencia celular (Roskoski., 2005).
La cinasa Src puede ser activada por integrinas, una variedad de receptores de proteinas G, por
estimulacion de factores de crecimiento y por ERO (Schelessinger., 2000; Liu y col., 2009).

Sadd., (2008) concluye que la cinasa Src es un importante punto de convergencia para la
sefal de transduccion y regulacion de muchas vias de sefializacion. Gupte y col., (2009) mencionan
que a través de la formacion de ERO por medio de la NADPH oxidasa activada por la proteina
cinasa C (PKC), la cinasa Src puede tener una participacion en la vasoconstriccion (Gupte y col.,
2009). Se ha reportado que el Cd activa a PKC en varios tipos celulares, pero poco se conoce sobre

sus efectos en las diferentes isoformas (Lag y col., 2005). En células de mejillones expuestas a
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concentraciones bajas de Cd se propone que la generacion de ERO es via la NADPH oxidasa
mediada por PKC (Dailianis., 2009).

PKC es miembro de la familia de fosforansferasas serina/treonina, las cuales tienen un papel
regulatorio en varios procesos celulares, incluyendo la proliferacion y la progresion del ciclo celular,
asi como en la diferenciacién, la apoptosis, el remodelamiento del citoesqueleto, la modulacion de
canales 16nicos, y la secrecion. Se han identificado tres clases de PKC en mamiferos, y estas se
pueden subdividir ampliamente en tres grupos las cuales tienen un requerimiento comun de
fosfolipidos para su actividad, pero difieren en su estructura y en la dependencia a otros activadores
(Martelli y col., 2006).

La clasica PKC (cPKCs), -a, -p1I, -pII, -y, son proteinas cinasas dependientes de fosfolipidos
y de Ca*, requieren de fosfatidilserina (PS), Ca** y diasilglicerol (DAG).

Las PKC nuevas (nPKCs), -0, -¢, -1, -0, u/PKD (proteina cinasa D), son independientes de
Ca® y requieren DAG y PS. La atipica PKC (aPKCs), -t, -t/-\, son dependientes de PS, o lipidos de
inositol (Bey y col., 2004). Todos los miembros de la familia de PKC contienen un domino
catalitico altamente conservado en el carboxilo terminal el cual contiene un domino de unién a ATP
(C3), y un domino catalitico (C4). La dependencia al Ca** es conferida sobre las cPKC a través de la
region C,. La funcion biologica de PKC se liga con eventos que ocurren a nivel de membrana
plasmadtica o en el citoplasma, porque la mayoria de las isoformas de PKC estan asociadas con el
citoesqueleto en un estado inactivo y después de la activacion parcial (fosforilacion, union de Ca),
estas son reclutadas en la membrana plasmatica para activarse completamente en presencia de su
cofactor especifico, DAG y fosfolipidos (Bey y col., 2004). Sin embargo, hay evidencia donde
implican el papel de PKC en funciones nucleares, sugiriendo que puede ser una via de comunicacién
entre sefales generadas en la periferia celular a hacia el nucleo (Martelli y col., 2006). Xuan y col.,
(2005), mencionan que en dafio por isquemia en células cardiacas, la fosforilacion de Stat-1 y Stat-3
en serina, se da a través de PKC via PCK-Raf1-MEK 1/2-p 44/42 MAPK (Xuan et al., 2005). De
igual forma, se ha reportado que en la linea celular de osteoblastos de raton bajo estimulos de estrés,
PKC activa a ERK 1/2 (Miyahara y col., 2004). En células epiteliales de pulmon, tratadas con
acetato de cadmio (CdAc2) se observa que la activacion de las MAPK es promovida por PKC (Lag
y col., 2005).

12
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Raf

Expresion
de genes

Figura 3. Via de activacion de Stat 3. Fosforilacion de la cinasa Janus (JAK) para la subsecuente fosforilacion y
dimerizacion del Transductor de sefial y activador de transcripcién (Stat-3). Asi como la activacion de la via de

las Proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK) para la activaciéon de la proteina Stat-3.
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Ext

Figura 4. Transactivacion del EGFR por la cinasa Src acoplada a proteinas G. La activacién del GPCR por su
ligando (L) induce la transactivacion del EGFR en ausencia de EGF por un mecanismo en el que esta implicada la

cinasa Src que es activada por el dimero fy de la proteina G. Imagen tomada de Lemus y Montaiio., 2004.
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Figura 5. Via de seializacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR). Activacion de la via de las
Proteinas cinasas activadas por mitogeno (MAPK), por medio de la transactivacion EGFR por medio de la cinasa

Src. Imagen tomada de Lemus y Montaiio., 2003.
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1.6 PROTEINA DE CHOQUE TERMICO

El término de proteinas de estrés o de choque térmico (HSP), designa a una clase de
proteinas que son inducidas por condiciones de estrés celular como el calor, cambios en el estado
osmoatico, las ERO o metales como el Cd, entre otros (Valbonesi y col., 2008; Nishitai y Matsuoka.,
2008; Souza y col., 2009; Escobar y col., 2009). Estas proteinas son clasificadas de acuerdo a su
funcion y tamafio molecular (15-110k Da) (Kregel., 2002). Las HSP estan presentes en el citosol, la
mitocondria, el reticulo endoplasmico, y en el ntcleo (Feder y Hofmann., 1999). Estas proteinas
funcionan como chaperonas; ellas se unen a otras proteinas sensibles y estabilizan su estructura.
También participan en la localizacion, regulacion, secrecion y degradacion de las proteinas. Asi
mismo, se les han atribuido efectos citoprotectores y estan involucradas en la regulacion de muchas
vias celulares.

Entre las HSP mas estudiadas esta la familia de HSP70 (HSP72, HSP73, HSP75 y HSP78)
ya que son las mas sensibles al cambio de temperatura y las mas conservadas. El gen de la HSP70
contiene dos elementos regulatorios que interactiian con el factor de transcripcion de choque térmico
(HSF). Este HSF se une a la region promotora en condiciones de estrés e induce la transcripcion de
la HSP70. Se conoce que la induccion de la HSP70 por las ERO es por un mecanismo que involucra
el factor HSF y la estabilidad del ARNm (Jacquier-Sarlin y Polla., 1996). Hay evidencias de que la
funcioén principal de la HSP70 es la tolerancia a una gran variedad de agentes estresores. 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 (Jacquier-Sarlin y col., 1994), asi como de estabilizar
la estructura de las proteinas (Rodriguez y Lopez., 2003). La HSP70 protege a la célula de la
lipoperoxidacion, la cual dafia a la membrana celular con la subsecuente alteracion en la homeostasis
de calcio. Los niveles de calcio intracelular tienen un papel muy importante en la toxicidad y muerte
celular mediada por las ERO (Stojadinovic y col., 1997). Se ha demostrado en células vasculares de
musculo liso (VSMCs) que el H,O,, causa activacion del Stat-1 y Stat-3 induciendo la expresion de

HSP70 (Nageswara y col., 2001).

1.7 CULTIVOS CELULARES

El cultivo de células generado a parir de material tomado directamente de un organismo se
denomina cultivo primario. Las células obtenidas de esta forma son células normales adaptadas al
crecimiento in vitro. La ventaja de utilizar de células normales radica en la similitud de estas a las
células presentes en el organismo, a diferencia de las lineas celulares establecidas o continuas que

por sus caracteristicas de inmortalidad tienen comportamientos anomalos (Gerstein., 2001). Ademas,
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las células, en cultivo primario, mantienen su viabilidad durante un periodo de tiempo limitado y no
se reproducen en cultivo. La obtenciéon de un cultivo primario de hepatocitos nos entrega un
atractivo e importante acercamiento al estudio de las funciones especificas del higado, y las
interacciones entre las células hepaticas y los farmacos. Es un modelo muy importante para estudios
de senalizacion y mantienen su diferenciacion hasta un méaximo de dos semanas (Cabang, y col.,
2007). Resultados obtenidos en hepatocitos primarios de rata, demuestran que el Cd induce algunos
genes como respuesta a cambios en el estrés oxidante (Hsiao y Stapleton., 2009). Buscalpi y col.,
(2009), concluyen que varias proteinas son afectados por el Cd en hepatocitos primarios de rata.
Para presente trabajo, se han utilizado hepatocitos de raton en cultivo primario ya que representan un

buen modelo los estudios de sefnalizacién que reporto en la presente tesis.
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2 JUSTIFICACION

El Cd es un metal no esencial que se acumula principalmente en el higado, del cual se han
publicado multiples articulos acerca de su efecto tanto a nivel sistémico como a nivel celular. Sin
embargo, a la fecha no se conoce con exactitud el mecanismo de activacion del factor de
transcripcion Stat-3 mediado por el Cd. Se ha sugerido que el factor de crecimiento epidermal
(EGFR) por su actividad de cinasa, puede fosforilar al Stat-3 de manera directa en tirosina 705.
Ademas, el EGFR es activado por la tirosina cinasa c-Src que promueve la cascada de sefializacion
para la cinasa ERK 1/2 que puede fosforilar al Stat-3 en serina 727. Por lo anterior, en el presente
trabajo se pretende caracterizar el mecanismo de activacion de Stat-3 mediado por el Cd en
hepatocitos de raton, asi como relacionar la cascada de sefializacion inducida por el Cd con la
expresion de HSP70. Los datos obtenidos permitiran una mejor comprension del mecanismo de

sefalizacion intracelular que el Cd induce en células hepaticas.
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3 HIPOTESIS

El Cd es un metal no esencial que se acumula principalmente en el higado y puede activar al
factor de transcripcion Stat-3 mediante la activacion del factor de crecimiento epidermal (EGFR).
En los hepatocitos de ratéon tratados con los inhibidores tanto para el EGFR y para la cinasa Src, se
espera encontrar una disminucion en la activacion de Stat-3 y de ERK 1/2 inducida por el Cd. Asi
mismo, se pretende relacionar la activacion de esta via de sefializacion con la expresion de la

proteina HSP70 como respuesta a la presencia de Cd en los hepatocitos.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

% Caracterizar el mecanismo de activacion de Stat-3 mediado por el CdCl, en hepatocitos de

raton.

4.2 Objetivos particulares

X/
o

Determinar la participacion del EGFR en la activacion de Stat-3 en hepatocitos tratados con

CdCl,.

« Determinar la funcion de la cinasa Src y de PKC en la activacion del EGFR inducida por el

CdCl,.

« Caracterizar la activacion de ERK 1/2 como consecuencia de la transactivacion de EGFR

inducida por el CdCl,.

+ Relacionar el mecanismo de sefializacion inducido por el CdCI2 con la expresion de HSP70.
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5 MATERIAL Y METODOS

5.1 AISLAMIENTO DE HEPATOCITOS POR PERFUSION CON COLAGENASA

El aislamiento de hepatocitos se realizd por la técnica de doble perfusion con colagenasa. Se
usaron ratones machos de la cepa CD-1 de entre 8 y 10 semanas de edad y se anestesiaron
intraperitonealmente utilizando 0.7 ml de Avertina. La superficie abdominal se lavo con etanol 70%,
y se procedio a hacer una incision en el atrio derecho del corazon, en el que se introdujo un catéter
Abbocath 22G acoplado a un equipo de perfusion. La vena cava inferior se anudo con hilo de sutura
para evitar el paso de las soluciones utilizadas hacia los rifiones, posteriormente se secciond la vena
porta para abrir la circulacion. Se perfundié el higado usando aproximadamente 30 ml de una
solucién de HBSS sin Ca®"/Mg”**/Rojo de fenol que contenia HEPES 10 mM y EGTA 75 mM a pH
7.4 (Gibco) y después con una solucion de colagenasa. La velocidad de la perfusion se controld 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 NaHCO;
25 mM (J.T.Baker) y amortiguado con HEPES 10 mM (Gibco) a pH 7.4. Posterior a la colagenasa
se disecto el higado y se colocd en una caja de petri de 10 cm de diametro con 50 ml de medio
Williams frio suplementado con Suero Fetal de Bovino (Hyclone) al 10%, 1% Antibiotico-
Antimicético (Gibco) (referido en adelante como medio de adhesidon). La céapsula de Glisson,
membrana de tejido conectivo que rodea al higado, se rompi6 utilizando 2 pipetas estériles de 1 ml,
con lo que se dispersaron las células hepaticas y se obtuvo una suspension celular que se hizo pasar
por un filtro con un tamafio de poro de 100 um. El filtrado se centrifugd a 28 g durante 5 minutos a 4
°C. Para después succionar el sobrenadante y el boton celular se resuspendioé en 25 ml de medio de
adhesion frio. Esta suspension celular se depositd 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 113 g durante 10 minutos a 4 °C, obteniéndose un botén
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 utilizé para contar las células en un
hematocitometro usando tincidon con azul tripano. El porcentaje de células viables obtenidas fue de
al menos 90%. Las células se plaquearon en una densidad de 36000 células/cm” en cajas de petri de
6 cm de didmetro y se incubaron a 37 °C en una atmosfera que contenia 5% de CO,. Después de
que los hepatocitos se adhirieron (4 horas aproximadamente), se les cambid el medio de adhesion
por Medio Williams con antibiotico y antimicético, sin SFB. Antes de poner los tratamientos, las

células se dejaron en el medio sin SFB 12 h.
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5.2 TRATAMIENTOS DE LOS HEPATOCITOS PRIMARIOS CON CdCl,

Los hepatocitos primarios se sembraron en cajas de cultivo (Costar) a una densidad de 36000
células/cm” en medio de adhesion suplementado con SBF al 10 %, 1 % de ANTIBAC por 4 h,
posteriormente el medio se retiro y se adiciono medio William’s suplementado solo con los
antibiodticos y se dejo estabilizar el cultivo por 12 h. Posteriormente, se les cambi6 el medio por otro
sin suero y conteniendo 5 uM de CdCl, y se dejaron incubar por diferentes tiempos (0.08, 0.16,
0.25,0.5,1,2,3,4,5,6,7,8,y 12 h) a 37°C. Las células control estuvieron en ausencia de CdCl,,
Como controles positivos se trataron a los hepatocitos con 10 ng/ml de IL-6, o un lisado de células
HepG2 tratadas con EGF (BIOMOL). Posteriormente se lavaron las células con PBS y se aislo la
proteina total para determinar la activacion de las proteinas por Western blot, utilizando anticuerpos
para: p-Stat3 (Ser727), p-Stat3 (tyr705) (Cell Signaling), Stat-3 (Santa Cruz Biotechnology), p-
EGFR, EGFR (BIOMOL), p-Erk 1/2, Erk 1/2 (Santa Cruz, Biotechnology, INC), Hsp70 (D69) (Cell
Signaling) y actina (Santa Cruz Biotechnology).

5.3 TRATAMIENTOS DE LOS HEPATOCITOS PRIMARIOS CON INHIBIDORES

Los hepatocitos fueron pre-tratados con los siguientes inhibidores: 3 nM de AG1478
(Laboratory research) para el EGFR, 10 uM de Su6656 (Sigma Aldrich) para la cinasa Src y 5 uM
de queleritrina (Sigma Aldrich) para PKC y se dejaron incubar durante 30 min. Posteriormente se les
agrego 5 uM de CdCl, y se dejaron incubar por 1 6 2 h a 37°C. Las células control estaran en
ausencia de CdCl,. Posteriormente se lavaron las células con PBS y se aislo la proteina total para
determinar la activacion de las proteinas por Western blot, utilizando anticuerpos para: p-Stat3
(Tyr705) (Cell Signaling), Stat-3 (Santa Cruz Biotechnology), p-EGFR, EGFR (BIOMOL), p-Erk
1/2, Erk 1/2 (Santa Cruz, Biotechnology, INC) y actina (Santa Cruz Biotechnology).

5.4 EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL

Para la extraccion de proteina total, a las células tratadas con y sin CdCl, 5 uM se les agrego
200 wl de un amortiguador de lisis, formado por 10 ml de Reactivo de Extraccion de Proteina M-
PER (Pirce), 100 ul DTT 1M, 100 ul PMSF 1M, una pastilla de inhibidor de fosfatasas (ROCHE) y
una pastilla de inhibidor de proteasas (Complete, Roche). El homogenizado celular fue resuspendido
varias veces y se dejo reposar 5 min a 25°C. Después fue centrifugado a 17530 g a 4°C. El

sobrenadante conteniendo la proteina celular fue almacenado en pequenos volumenes y guardado a -
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80°C. De una de las alicuotas se cuantificd la concentracion de proteina utilizando el Kit BCA

(Pierce).

5.5 WESTERN BLOT

El ensayo de Western blot se realizé de acuerdo con el método descrito por Laemmli (1970).
Se tomd6 50 ug de la proteina total y se le agregd un amortiguador de muestra 4X formado por Tris-
HCI1 0.1 M pH 6.8, glicerol, SDS al 20%, 2-B-mercapto etanol al 10 % y azul de bromofenol al
0.1%. Las muestras se dejaron por 5 min a 95 °C y se cargaron en geles de acrilamida-bisacrilamida
(BioRad) al 10% en un amortiguador formado por Tris HCI 1.5 M 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 1X formado por Tris-Base 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0.5 % a 200
Volts por 45 min. La proteina fue transferida 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 90 min 110 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-HCI 20 mM y Tween 20 al 0.1% pH 7.5 por 20 min.
Posteriormente se lavo con TBS-Tween 20 varias veces y se le agrego el anticuerpo correspondiente
a la proteina por estudiar: p-Stat3 (Tyr705), p-Stat-3 (Ser727), Stat-3, p-EGFR, EGFR, p-ERK 1/2,
ERK 1/2, Hsp70 y actina por 1 h. Se lavé con TBS-Tween suplementado con leche 0.5 % durante 10
min. Posteriormente se realizaron dos lavados mas con TBS-Tween durante 5 min. Después se le
agrego el anticuerpo secundario acoplado a la peroxidasa (Santa Cruz Biotecnology, Biosource) 1h.
La membrana se lavd con TBS-Tween 10 min dos veces y uno con sélo TBS. Finalmente la
membrana reveld con un reactivo quimiolumniscente SuperSignal® West Pico Substrate (Pierce)
durante 5 min y fue expuesta en una placa radiografica (Kodak) y revelada. Los resultados se
visualizaron en un densitometro Imging System Gel Logic 1500 ademés se expuso en una placa

radiografica (Kodak). Los resultados se analizaron en el Imaging System Gel Logic 1500.

5.6 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA
Para determinar el contenido de proteina en las muestras se utiliz6 la tecnica del 4cido
bicinconico usando el estuche comercial BCA (Pierce). Se tom6 una alicuota de 5 pl de las muestras

y se les agregd 200 ul reactivo BCA diluido 1:50. Se dejaron incubar 30 min a 25° C y se realiz6 una
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curva patron de albumina sérica bovina de 0.1-0.5 mg/ml. Posteriormente se determino la

absorbancia y se cuantifico la concentracion de la proteina utilizando la curva estandar.

5.7 ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento se realizd por triplicado en al menos tres eventos independientes. El
analisis estadistico de los resultados obtenidos se llevo a cabo mediante un andlisis de varianza
(ANOVA), seguido por una prueba de comparaciones multiples de Tukey. Se utilizé para el analisis

el programa SPSS 11.

24



Berna del Carmen Uribe Marin Maestria en Biologia Experimental

6 RESULTADOS

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

El efecto del Cd en la activacion del factor de transcripcion Stat-3. Entendiendose como
activacion la fosforilacion de la proteina en la tirosina 705 y en serina 727. Se evalu6 en hepatocitos
tratados con CdCl, 5 uM y se determind por Western blot con anticuerpos especificos para p-Stat-3
(Tyr705), p-Stat-3 (Ser727), Stat-3 y actina como proteina de normalizacion. En el grafico 1 se
muestra el resultado y se expresa como el incremento de la activacion del factor de transcripcion con
respecto al control (sin tratamiento). En donde podemos observar que a partir de los 5 min comienza
a ser significativa la fosforilacion del Stat-3 (Tyr705), manteniéndose hasta las 2 h. A las 3 h, se
presenta un incremento maximo de 2.89 veces y a las 6 h de 3.33 veces mas con respecto al control
(sin tratamiento). A partir de las 7 h, la fosforilacion del factor comienza a descender hasta las 12 h.
Por otro lado, la fosforilacién del factor de transcripcion Stat-3 (Ser727), como se observa en el
grafico 2, inicia a la hora con un pico maximo de fosforilacion a las 2 h con un valor de 2.93 veces y
a partir de las 3 h comienza a descender. Como control positivo se utiliz6 a la IL-6, ya que se conoce

que esta citocina activa al factor Stat-3.

6.2 PARTICIPACION DEL EGFR Y DE LA CINASA SRC EN LA FOSFORILACION DE
STAT-3 (TYRT705)

Para determinar la participacion del EGFR y Src, en la fosforilacion de Stat-3 (Tyr705), los
hepatocitos fueron pre-tratados por 30 min con los inhibidores; 3nM de Agl478 para EGFR y 10
UM SU6656 para la cinasa Src. Posteriormente se les agregd 5 uM de CdCl; y se dejardn incubar 1
h. Este tiempo se determind de acuerdo a la fosforilacion de Stat-3 en tirosina 705 (Graf. 1). La
fosforilacion de Stat-3 (Tyr705) se determind con la técnica de Western blot, utilizando los
anticuerpos especificos para p-Stat-3, Stat-3 y actina como proteina de normalizacion. En el grafico
3 se muestra el resultado y se expresa como el incremento de la fosforilacion de p-Stat-3 (Tyr705)
con respecto al control (sin tratamiento). El pre-tratamiento con el inhibidor de EGFR (Agl1478),
disminuye la fosforilacion de p-Stat-3 (Tyr705) en un 33.15 % con respecto a los hepatocitos
tratados con Cd y con el inhibor para la cinasa Src (Su6656), disminuye significativamente en un
38.29 % con respecto a los hepatocitos tratados con Cd. Los inhibidores por si solos no tienen

nungun efecto sobre la proteina Stat-3.
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Grafico 1. Fosforilacion del factor de transcripcion Stat-3 (Tyr705). Los hepatocitos fueron
tratados con 5 pM de CdCl, por diferentes tiempos de incubacion y se determind la
fosforilacion de Stat-3 por Western blot. Cada punto expresa el valor promedio + desviacion

estandar (n=5). Diferencia significativa p<0.05 con respecto al control (*).
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Grafico 2. Fosforilacion del factor de transcripcion Stat-3 (Ser727). Los hepatocitos fueron
tratados con 5 pM de CdCl, por diferentes tiempos de incubacion y se determind la
fosforilacion de Stat-3 (Ser727) por Western blot. Cada punto expresa el valor promedio +

desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p<0.05 con respecto al control (*).
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6.3 ACTIVACION DEL EGFR EN HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

El efecto de el Cd en la activacion del EGFR, se evalud tratando a los hepatocitos con CdCl,
5 uM vy se determin6 por Western blot con anticuerpos especificos para p-EGFR, EGFR y actina
como proteina de normalizacion. En el grafico 5 se muestra el resultado y se expresa como el
incremento de la fosforilacion del receptor con respecto al control (sin tratamiento), en donde
podemos observar que a partir de la hora comienza a ser significativa. La maxima activacion del p-
EGFR, la podemos notar a las 6 h con un valor significativo de 6.18 veces mas con respecto al
control (sin tratamiento), manteniéndose practicamente hasta las 8 h. Se utilizo como control

positivo, celulas HepG2 tratadas con EGF (BIOMOL).

6.4. PARTICIPACION DE LA CINASA SRC, Y DE PKC EN LA FOSFORILACION DEL
EGFR

Para determinar la participacion de la cinasa Src, y PKC en la activacion de EGFR como
parte de la cascada de activacion del factor Stat-3, los hepatocitos fueron pre-tratados por 30 min
con los inhibidores; 10 uM de Su6656 para la cinasa Src y 5 uM de queleritrina para PKC.
Posteriormente se les agregd Cd por 3 h, tiempo que se determind con la activacion presentada del
p-EGFR (Graf. 5). Para determinar esto se utiliz6 la técnica de Western blot, utilizando los
anticuerpos especificos para p-EGFR, EGFR y actina como proteina normalizacion. En el grafico 6
se muestra el resultado y se expresa como el incremento en la fosforilacion del EGFR en los
hepatocitos tratados con Cd con respecto al control (sin tratamiento). El pre-tratamiento con el
inhibidor de Src (Su6656), disminuy6 la fosforilacion del p-EGFR en un 59.19 % y con el inhibior
de PKC (queleritina), en un 29.59 % con respecto a los hepatocitos tratados con Cd. Los inhibidores

por si solos no tienen ningun efecto sobre el EGFR.

6.5 PARTICIPACION DE PKC EN LA FOSFORILACION DE STAT-3 (TYR705)

Para determinar la participacion de PKC en la fosforilacion de Stat-3 (Tyr705), los
hepatocitos fueron pre-tratados por 30 min con el inhibidor para PKC; 5 uM de queleritrina.
Posteriormente se les agregd Cd por 1 h. Para determinar esto se utilizé la técnica de Western blot,
utilizando los anticuerpos especificos para p-Stat-3 (Tyr705), Stat-3 y actina como proteina
normalizacién. En el grafico 7 se muestra el resultado y se expresa como el incremento de la

fosforilacion del p-Stat-3 (Tyr705) con respecto al control (sin tratamiento).
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Figura 3. Participacion de EGFR en la activacion de Stat-3 (Tyr705). Los hepatocitos fueron
pre-tratado con el inhibidor Ag1478 para EGFR por 30 min y posteriormente se trataron con

5 uM de CdCl; por 1 h. La fosforilacion de p-Stat-3 (Tyr705) se determiné por Western blot.
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Grafico 4. Participacion de la cinasa Src, en la activacion de p-Stat-3 (Tyr705). Los hepatocitos
fueron pret-ratados con el inhibidor Su6656 para Src por 30 min y posteriormente se trataron
con 5 pM de CdCl; por 1 h. Cada punto expresa el valor promedio + desviacion estandar

(n=4). Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control (*) o al cadmio (#).
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El pre-tratamiento con el inhibidor de PKC disminuy¢ la fosforilacion de Stat-3 (Tyr705) en un
25.77 % con respecto a los hepatocitos tratados con Cd. El inhibidor por si solo no tiene ningun

efecto en la fosforilacion de Stat-3.

6.6 ACTIVACION DE ERK 1/2 EN HEPATOCITOS TRATADOS CON CADMIO

El efecto del Cd en la activacion de ERK 1/2, se evalud tratando a los hepatocitos con CdCl,
5 uM y se determind por Western blot con anticuerpos especificos para p-ERK 1/2, ERK 1/2 y
actina como proteina de normalizacion. En el grafico 8 se muestra el resultado y se expresa como el
incremento de la activacion con respecto al control (sin tratamiento). Se observa que la activacion de
ERK 1/2 comienza a partir de los 30 min. A las 2 h se preseneta su maxima activacion con un valor

significativo de 3.03 veces mas con respecto al control y a las 3 h disminuye.

6.7 PARTICIPACION DE LA CINASA SRC, PKC Y EGFR EN LA FOSFORILACION DE
ERK 1/2

Para determinar la participacion de la cinasa Src, PKC y EGFR en la activacion de ERK 1/2,
los hepatocitos fueron pre-tratados por 30 min los inhibidores; 10 uM de Su6656 para la cinasa Src,
5 uM de queleritrina para PKC y 10 uM de Agl1478 para EGFR. Posteriormente a los hepatocitos se
les agregd Cd por 2 h. Este tiempo fue determinado con la activacion de p-ERK 1/2 (Graf. 8). Para
determinar esto se utilizo la técnica de Western blot, utilizando los anticuerpos especificos para p-
ERK 1/2, ERK 1/2 y actina como proteina de normalizacion. En el grafico 9 se muestra el resultado
y se expresa como el incremento significativo en la fosforilacion de ERK 1/2 con respecto al control
(sin tratamiento). El pre-tratamiento con el inhibidor de Src disminuyé significativamente la
fosforilacion de ERK 1/2 en un 50.81 % y con queleritrina en un 63.71 % con respecto a los
hepatocitos tratados con Cd. Sin embargo, con Agl478 se encontré una disminuciéon mas marcada
en la fosforilacion de ERK 1/2 siendo de un 76.51% con respecto a los hepatocitos tratados con Cd.

Los inhibidores por si solos no tienen nungun efecto en ERK 1/2.
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Grafico 5. Activacion del receptor del factor de crecimiento epidermal (EGFR) en los
hepatocitos tratados con S pM de CdCl; por diferentes tiempos de incubacion. La fosforilacion
del EGFR, se determin6 por Western blot. Cada punto expresa el valor promedio + desviacion

estandar (n=4). Diferencia significativa p<0.05 con respecto al control (*).
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Grafico 6. Participacion de la cinasa Src y PKC en la activacion del EGFR. Los hepatocitos
fueron pre-tratados con el inhibidor Su6656 para Src y queleritrina para PKC por 30 min.
Posteriormente se trataron con 5 pM de CdCl, por 3 h. La fosforilacion del EGFR se
determino por Western blot. Cada punto expresa el valor promedio + desviacion estandar

(n=3). Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control (*) o al cadmio (#).
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Grafico 7. Participacion de PKC en la fosforilacion de Stat-3 (Tyr705). Los hepatocitos fueron
pre-tratados con el inhibidor queleritrina por 30 min y posteriormente se trataron con 5 pM

de CdCl; por 1 h. La fosforilacion de Stat-3 fiue determinado por Western blot.
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Grafico 8. Activacion de p-ERK 1/2 en cultivo de hepatocitos tratados con CdCl, a S uM por
diferentes tiempos de incubacion. La activacion se determind por la técnica de Western blot.
Cada punto expresa el valor promedio + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa

p<0.05 con respecto al control.
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6.8 PRODUCCION DE LA PROTEINA HSP70 EN CULTIVO PRIMARIO DE
HEPATOCITOS EXPUESTOS A CADMIO

El efecto de el Cd en la produccion de la proteina HSP70, se evaluo tratando a los
hepatocitos con CdCl, 5 uM y se determind por Western blot con anticuerpos especificos para
HSP70 y actina como proteina de normalizacion. En el grafico 10 se muestra el resultado y se
expresa como el incremento de la activacion con respecto al control (sin tratamiento) comenzando a
partir de los 30 min. A las 6 h se preseneta su maxima activacion con un valor significativo de 6.75

veces mas con respecto al control manteniendose practicamente hasta las 12 h.
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Grafico 9. Participacion de la cinasa Src, PKC y el EGFR en la activacion de ERK 1/2. Los
hepatocitos fueron pre-tratados con los inhibidores; Su6656 para la cinasa Src, queleritrina
para PKC y Ag1478 para el EGFR por 30 min. Posteriormente se trataron con S pM de CdCl,
por 2 h. La activacion de ERK 1/2 se dermino por Western blot. Cada punto expresa el valor
promedio + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p < 0.05 con respecto al control
(*) o al cadmio (#).
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Grafico 10. Produccion de la proteina HSP70 en hepatocitos tratados con SuM de CdCl, a
diferentes tiempos de exposicion, determinado por Western blot. Cada punto expresa el valor

promedio + desviacion estandar (n=3). Diferencia significativa p< 0.05 con respecto al control
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7 DISCUSION

Se ha reportado en diversos estudios que el Cd contribuye a la activacion de diversos factores
de transcripcion, entre ellos el factor Stat-3 (Valko y col., 2005; Chen y col., 2008). Este factor esta
implicado en la regulacion de varios procesos fundamentales para la célula como son la
proliferacion, la diferenciacion, la apoptosis y la sobrevivencia (Gong y col., 2007). El factor Stat-3
es fosforilado en la tirosina 705 por medio de Jak2, dando como resultado la homo ¢
heterodimerizcion para translocarce al nucleo, en donde es fosforilado en la serina 727 por medio de
las MAPK y asi activar la transcripcion de genes por medio de la interaccidon con su secuencia
especifica en el ADN (Weng y col., 2008; Brow y Sacks., 2009). También se reporta que el EGFR
puede fosforilar a las Stat en tirosina a través de su actividad intrinseca de tirosina cinasa (Gong y
col., 2007). Es por ello que en este trabajo, se estudiaron los mecanismos, por los cuales el Cd a
través de la transactivacion del EGFR puede regular al factor de transcripcion Stat-3 en hepatocitos
tratados con CdCl,. Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el CdCl, induce la
activacion de Stat-3 por medio de la fosforilacion en tirosina y posteriormente el sostenimiento de la
activacion por la fosforilacion en serina. Estudios realizados en nuestro labratorio muestran que en
la linea celular HepG2 tratada con CdCl,, reportan un incremento en la fosforilacion de Stat-3 pero
solo en el residuo de serina (Souza y col., 2009). Staveren y col., (2009), sehalan que las lineas
celulares derivadas de tumor tienden a alterar tanto la expresion de sus genes como la estabilidad
genética comparada con las células de cancer in vivo.

Los receptores con actividad de tirosina cinasa, como EGFR pueden ser transactivados por
cinasas como Src y su estimulacion inicia cascadas de sefializacion que llevan a la regulacion de
Stat-3 (Lemus y Montafio., 2004). Los resultados obtenidos en este proyecto, demuestran que el Cd
activa al EGFR de manera significativa en los hepatocitos. Ademas al inhibir a la cinasa Src con
SU5666 o al EGFR con AG1478, tanto la activacion de Stat-3 como la del EGFR inducida por el Cd
se ven disminuidos. Esto sugiere que Src transactiva al EGFR en hepatocitos tratados con Cd.
Biscardi y col., (1999), demuestran que en células de cancer de mama (MDA468) estimuladas con
EGF se senala que la cinasa Src puede interaccionar directamente con EGFR, fosforilandolo en la
tirosina (Tyr845), sitio necesario para incrementar la actividad catalitica del EGFR. Estudios
realizados en la linea celular hepatica (Hep3B), tratados con agonistas de receptores adrenérgicos,
muestran la formacion de un complejo formado entre la cinasa Src y Stat-3 con la fosforilacion del
EGFR (Han y col., 2008). En cardiomiocitos de rata neonatal se encontr6 que el adrenoreceptor
betal (al-AR) puede transactivar al EGFR regulando la via de ERK 1/2, asi como la fosforilacion
de Stat-3, induciendo la proliferacion de fibroblastos cardiacos a través de la via PI3K/ERK 1/2
(Gong y col., 2007).
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Norkina y col., (2007) demuestran que en monocitos tratados con etanol, la cinasa Src puede
activar al Stat-3 de manera directa por inducir la fosforilacion en tirosina (Tyr705) y de manera
indirecta por inducir la via de sefializacion de las MAPK para fosforilar al Stat-3 en serina (Ser727).
Resultados obtenidos en células acinares de la glandula salival expuestas a etanol sugieren que la
transactivacion del EGFR es dependiente de Src y que esto resulta en la activacion de ERK 1/2; sin
su translocacion al ntcleo y poder fosforilar a proteinas citosélicas con un papel fisioldgico de
sobrevivencia celular como la cPLA,; (fosfolipasa 2 citosdlica) (Slomiany y Slomiany., 2009). Se
sabe que Stat son sensibles a las ERO. Esto es apoyado en estudios realizados en células vasculares
de musculo liso (VSMCs) tratadas con H,O,, donde se encontrd incrementada la fosforilacion tanto
en tirosina como en serina para Stat-1 y Stat-3 (Madamanchi y col., 2001). Con estos resultados
implican a las ERO en la activacion de Stat. Por otro lado se sabe que el Cd puede generar ERO de
manera indirecta (Liu y col., 2009). Souza y col., (2009), determinaron el origen de las ERO que
pueden participar en la activacion del Stat-3 inducido por el Cd, en células HepG2 pretratadas con
cianuro de potasio (KCN) para inhibir a la mitocondria, allopurinol para inhibir a la xantina oxidasa
y cloruro de difenilen iodonio (DPI) para inhibir a la NADPH oxidasa. Ellos encontraron una mayor
disminucién en la activacion de Stat-3 con DPI. Esto sugiere que el sistema de la NADPH oxidasa
es la principal fuente de ERO involucrada en la activacion de Stat-3. Seshiat y col., (2002),
relacionan a la NADPH oxidasa con la activacion de la cinasa Src.

La transactivacion del EGFR por Src genera sefiales que inducen cascadas de sefializacién
que llevan a regulacion del Stat-3 a través de las MAPK (Lemus y Montafio., 2004). Souza y col.,
(2009), reportan que en células HepG2, pretratada con los inhibidores para las MAPK (SP600125
para JNK, PD98059 para ERK 1/2, SB203580 para P38), la fosforilacion de Stat-3 en serina es
principalmente por ERK 1/2. De igual manera, estudios en hepatocitos de rata, se determin6 que la
p42/44 MAPK participa en la fosforilacion de Stat-3 en serina (Weng y col., 2008) y que p38 es
indispensable para la fosforilacion del Stat-1 en serina 727 (Dudley y col., 2004).

Los resultados obtenidos en este proyecto, demuestran que el Cd activa a ERK 1/2 de manera
significativa en los hepatocitos. Ademads al inhibir a la cinasa Src con SU5666 y al EGFR con
AG1478, la activacion de ERK 1/2 inducida por el Cd se ve disminuida. Esto sugiere que tanto Src
como EGFR participan como mediadores en la regulacion de ERK 1/2 en hepatocitos tratados con
Cd. La activacion de la cinasa Src, lleva a la formacion de complejo adaptador, Shc-Grb2-Sos,
resultando en la activacion secuencial de la cascada Ras/Raf-1/MEK 1/2 /ERK 1/2, activando la
translocacion de ERK 1/2 al nucleo para inducir la activacion las Stat (Liu, y col., 2009). Min y col.,
(2009), mencionan que la proteina Ras es susceptible a las ERO provenientes de la NADPH oxidasa.

Saad y Fred., (2008), sugieren que la cinasa Src juega un papel muy importante en la activacion de
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ERK 1/2 en osteoblastos. En células de hepatoma de rata (FaO), la inhibicion del EGFR atenua
constitutivamente la activacion de ERK 1/2 y de Akt inhibiendo la sintesis de ADN (Ortiz y col.,
2008). Gupte y col., (2009), mencionan que la NADPH oxidasa puede ser activada por PKC.
Ademas, se ha reportado que el Cd activa a PKC en varios tipos celulares (Lag y col., 2005), con la
activacion de la via de las MAPK. Xuan y col., (2005), mencionan que en células cardiacas dafiadas
por isquemia, la fosforilacion tanto de Stat-1 como de Stat-3 en serina, se da a través de PKC via
PCK-Rafl-MEK 1/2-p44/42 MAPK. De igual manera, se ha reportado que en la linea celular de
osteoblastos de raton, PKC activa a ERK 1/2 (Miyahara y col., 2004). En nuestros resultados, se
reporta que tanto la activacion de Stat-3 (Tyr705) como la activacion de ERK 1/2 y del EGFR
inducida por el Cd, se ven disminuidas cuando los hepatocitos fueron tratados con el inhibidor
queleritrina para PKC. Esto sugiere que la proteina PKC participa en la cascada de sefalizacion
inducida por el Cd para la activacion de Stat-3 mediado por Src/EGFR/ERK 1/2. Estudios previos,
indican que el Cd sustituye al zinc en los dominios regulatorios de PKC, resultando en su activacion.
Ademas, el Cd al ser muy similar al Ca, pude sustituirlo de los sitios de unioén y asi activar las
isoformas de PKC (Martin y col., 2009). En hemocitos de mejillones expuestos a concentraciones
bajas de Cd se propone que la generacion de ERO es probablemente via PKC mediada la NADPH
oxidasa (Dailianis., 2009). Seshiah y col., (2002), demuestran que en células vasculares de musculo
liso (VSMCs), la activacion del EGFR, es por medio de las ERO generadas por la NADPH oxidasa
activada por PKC.

Existen varios estudios relacionados con la produccion de la proteina HSP70 inducida por el
Cd en diversos tipos celulares (Valbonesi y col., 2008; Nishitai y Matsuoka., 2008; Souza y col.,
2009; Escobar y col., 2009). Estudios en células embrionarias de raton (ES) (Nishitai y Matsuoka.,
2008) y en células HepG2 (Urani y col., 2007), tratadas con varias concentraciones de CdCl,
encontraron un incremento en la produccion de HSP70. Nuestros resultados, demostraron que en los
hepatocitos tratados con CdCl,, se incrementd la produccion de la HSP70 de manera dependiente del
tiempo de exposicion. Estudios en la linea celular humana U3A, determinaron que existe una region
corta del promotor del gen que codifica para HSP70, la cual, contiene un sitio de reconocimiento
para Stat-3 (Nageswara y col., 2001). Souza y col., (2009), demostraron que en células HepG2 pre-
tratadas con el péptido inhibidor para Stat-3, hay una disminucion en la produccion de la proteina
HSP70 y inducidas con CdCl,. Esto sugiere que la produccion de la HSP70 puede ser mediada por la
activacion del factor Stat-3. Sin embargo, se conoce que para la produccion de la HSP70, también se
requiere de la activacion de otros factores de transcripcion como el de choque térmico (HSF), el cual
se une a los elementos localizados en los genes promotores de las HSPs (Sugisawa y col., 2004). El

grupo de Nishitai y Matsuoka., (2008), demostré que en células embrionarias de raton (ES)
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transfectadas con siRNA para las proteinas JNK, P38 y ERK 1/2, la produccion de la HSP70
inducida por el Cd se encontrd disminuida. Estos resultados sugieren que la HSP70 es regulada por

las isoformas de las MAPK.
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8 CONCLUSION

El mecanismo mediante el cual el Cd puede activar al factor Stat-3 en los hepatocitos, no se
conoce con exactitud. De acuerdo con nuestros resultados, se propone que la activacion de Stat-3 es
por via Src/EGFR/ERK 1/2 y se resume en la figura 11. Se sabe que el Cd puede generar ERO a
través de la NADPH oxidasa (Souza y col., 2009) por medio de PKC. Estas ERO activan a proteinas
sensibles como la cinasa Src que tienen un papel muy importante en la transactivacion del EGFR,
determinado con el inhibidor SU6656. Este EGFR esta involucrado en la fosforilacion de Stat-3 en
tirosina, determinado con el inhibidor Agl478. Por otro lado, el EGFR activa la cascada de
sefnalizacion de ERK 1/2 a través de la via Ras-Raf-Mek- ERK 1/2 para la fosforilacion de Stat-3 en
serina, determinado con el inhibidor Agl478. Se sabe que PKC puede activar la via de las MAPK
que son las responsables de regular a Stat-3 en serina y como se muestra en la figura 11 con el
inhibidor de PKC (queleritina), se inhibe la fosforilacion de Stat-3 y de ERK 1/2. El factor Stat-3
fosforilado se transloca al ntcleo para inducir la expresion de genes. De esta manera, el factor Stat-3

se une al promotor del gen que codifica para HSP70, incrementando su produccion.
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Figura 11. Modelo propuesto para la activacion de Stat-3, a través de la transactivacion del
EGFR, por medio de la cinasa Src. Y las vias de sefializacion involucradas en la cascada de

sefializacion inducida por el Cd. Asi como la produccion de la proteina HSP70.
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