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RESUMEN

El cadmio se considera como uno de los xenobi6ticos relacionado con la inflamacion.
Este estudio fue realizado para examinar los efectos del cadmio en la expresion de la
IL-1B, del TNF-a, la IL-6 y la IL-8 por RT-PCR, en la produccion de la Hsp70 por
Western-Blot y en la activacion de los factores nucleares AP-1 y el NF-«xB por el
ensayo de EMSA o de retardo en las células HepG2. También se evalu6 la
participacion del TNF-a y del estrés oxidativo en la activacion de la AP-1. Las células
HepG2 se expusieron a 1, 5 6 10 uM de CdCl, durante 0.5, 1, 3 0 6 h de incubacién y
los ARN fueron aislados. El TNF-a y la IL-1B presentaron una respuesta maxima en
la primera hora de tratamiento, mientras que la IL-6 y la IL-8 fue a las 3 h. La
produccion de la Hsp70 se incrementd en las células HepG2 después de 3 h de
tratamiento con CdCl,. La activacidon del NF-kB no se detectd, mientras que la AP-1
se increment6 24 veces mas con 5 uM de CdCl,. Las células HepG2 se pre-trataron
con un anticuerpo anti-rhTNF-a o con 1 mM de la NAC durante una hora antes del
tratamiento con CdCl,. El anti-rhTNF-a disminuyd la activacién de la AP-1 en un
67%, mientras que la NAC en un 47.5 %. Estos resultados indican que el cadmio
induce al TNF-a y la IL-1B y que probablemente la activacién del factor nuclear AP-1
participe en la induccion de la IL-6 y la IL-8. Todo esto parece indicar que hay varios
factores implicados en la activacion de la AP-1 inducido por el cadmio y que la
produccion de la Hsp70 regule de manera negativa al NF-xB como respuesta celular

al tratamiento con CdCls.



ABSTRACT

Cadmium has been regarded as one of the inflammation-related xenobiotics. This
study was undertaken to examine the effects of low cadmium concentrations in
HepG2 cells in the IL-1B, TNF-a, IL-6 and IL-8 expression, production of Hsp70 and
the activation of nuclear factors AP-1 and NF-«kB. Also, the participation of TNF-a and
oxidative stress in AP-1 activation was evaluated. RNA was isolated from HepG2
cells after 0.5, 1, 3 or 6 h incubation with 1, 5 or 10 uM CdCl,. TNF-a and IL-13
presented a maximum response after 1 h treatment, while IL-6 and IL-8 maximum
response was after 3 h treatment. The Hsp70, determined by Western blot, was
constitutively produced, and it increased after 3 h Cd treatment. NF-xB activation,
determined by EMSA, was not increased as a result of Cd treatment. DNA binding of
AP-1 was detected and increased, with time up to 4 h with an increment of 24 times
control value with 5uM CdCl,. The HepG2 cells were pretreated with anti-rhTNF-a
antibody or 1 mM N-acetyl cysteine (NAC) one hour before Cd treatment. Anti-rhTNF-
o treatment reduced 67% AP-1 activation, while NAC 47.5%. These data indicate
that, Cd induced TNF-a and IL-1B, that probably, activate AP-1 transcription factor
and IL-6 and IL-8 were induced. Anti-rhTNF-o and NAC partially inhibited AP-1
activation. All imply that, a number of factors participate in AP-1 cadmium-induced
activation. The Hsp70 is produced by the HepG2 cells after cadmium treatment, and

probably has a role in the non-participation of NF-kB in the cellular response.



INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES DEL CADMIO

El cadmio (Cd) es un metal pesado que esta presente en el ambiente como una sal
inorganica, como oxido de cadmio (CdO), cloruro de cadmio (CdCl,) o sulfato de
cadmio (CdSO,4) (ATSDR 1999). Se estima que aproximadamente de 25,000 a
30,000 toneladas de cadmio son liberadas al ambiente por afo debido a las
aplicaciones industriales que se le ha dado (fabricacién de baterias, pinturas,
plasticos, fertilizantes, etc). Debido a esto se incrementa el riesgo tanto en humanos
como de otros mamiferos a exponerse a este metal. 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. Cada cigarro puede contener de
1-2 umoles 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, el cadmio afecta varios érganos y tejidos, incluyendo al rifidén, el higado,
el pulmon, el pancreas, la placenta y los huesos (Diamond y Zalups 1998). Sin
embargo, el rindn y el higado son los principales organos en donde los efectos
téxicos del cadmio se expresan. La vida media del metal es de entre 17-30 afios en
el humano (Goyer 1997). El cadmio puede inducir tumores en el pulmoén y en los
testiculos (Beyersmann y Hechtenberg 1997). Basado en estudios epidemiolégicos y

toxicologicos en humanos y animales experimentales, la Agencia Internacional para



la Investigacion del Cancer (IARC), ha clasificado al cadmio como un carcinégeno de
categoria | (IARC, 1993) y como una sustancia de alto riesgo por la Agencia de
Proteccion Ambiental (Fay y Mumtaz, 1996). Recientes descubrimientos indican que
los efectos carcinogénicos del cadmio estan relacionados con la activacion de
protooncogenes (Joseph y col. 2002). En el hombre, se estima que la absorcion del
cadmio por el tracto gastrointestinal es de alrededor de 8% del total ingerido. Sin
embargo, este valor puede variar por algunos factores nutricionales vy
fisiopatoldgicos. 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 circulacién sanguinea (Anderson y col. 1994). Una vez absorbido, el
cadmio pasa a la circulacion sanguinea y es transportado por la albumina a los
tejidos. La albumina se encuentra en altas concentraciones en el plasma (3-5 g/dl) y
contiene un grupo sulfhidrilo reducido donde se une el metal (DelRaso y col 2003).
De esta forma se almacena en el higado y en los rifiones (Elsenhans y col. 1997).
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 tioles como la cisteina, el

glutation (GSH), las metalotioneinas (MTs), la ferritina, las y-globulinas y la



transferrina. En nuestro laboratorio se determiné que la entrada y la acumulacion de
cadmio en células hepaticas fueron por procesos sensibles a temperatura,
probablemente canales de calcio o acarreadores que involucran interaccién con
grupos sulfhidrilo (Souza y col. 1997). Bajo condiciones fisiolégicas el cadmio se une
a los grupos sulfhidrilo 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 sulfhidrilo es demostrada por las 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-lll y la MT-IV. La MT-Il y la MT-Il son expresadas en el higado mientras que la
MT-Ill es expresada en cerebro y la MT-IV es expresada en epitelio estratificado
(Quaife y col. 1994). Se conoce que el Cd es el mejor inductor de la MT, seguido del
Zn, de la Ag, del Hg, del Bi y del Cu, mientras que el Ni, el Ca, el Pb y el As son
pobres inductores (Beyersmann y Hechtenberg 1997). La region promotora de la MT
es muy compleja, contiene sitios de reconocimiento para elementos que responden a
glucocorticoides, a metales, a antioxidantes (Dalton y col. 1994) y a factores de
transcripcion como la proteina activadora 1 (AP-1), la proteina especifica 1 (Sp1)
(Samson y Gedamu 1998) y el factor de transcripcién de metalotioneina (MTF-1)
(Palmiter 1994). Las MTs tienen un papel muy importante en la homeostasis de los
metales esenciales como el Zn, el Cu y en la proteccién contra el dafio que producen
las ERO (Thornalley y Vasak 1985) 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 riidn donde se considera que



induce dafo a la nefrona (Diamond y Zalups 1998). El cadmio es eliminado del
organismo muy lentamente con la orina, las heces y soélo pequefias cantidades del
metal se llegan a eliminar con el sudor, la exfoliacion epitelial y el pelo. El grupo de
Ottenwalder y Simon (1987), demostré que en rats tratadas con NAC (100 mg/Kg)
durante 6 dias, presentaron un incremento de cuatro veces en la excrecion urinaria
del cadmio. Por otro lado, dosis repetidas de agentes quelantes como el acido
etilendiaminotetra acético (EDTA) y el acido dimercaptosuccinico (DMSA) después
de la exposicion al cadmio causa un incremento en la eliminacién de este metal y
una disminucién en la concentracidon en sangre y en el higado (Klaassen y col. 1984;

Tandon y col. 2003).

1.2TOXICIDAD PRODUCIDA POR EL CADMIO

El dafio celular inducido por el cadmio depende de diferentes factores incluyendo la
dosis, la forma quimica, las propiedades fisicoquimicas, la ruta de exposicion y la
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 intoxicacion
por inhalacién cronica (exposicion prolongada a humos o polvos del metal) son mas
graves. En este caso, el cadmio puede provocar enfisema, enfermedad pulmonar
obstructiva, fibrosis, neumonitis quimica aguda y edema pulmonar. Estd comprobado
que el dano que provoca el cadmio en los fumadores es mayor y que la
concentracion de cadmio en los pulmones es mas elevada en estos individuos. Las

principales alteraciones sistémicas debidas a la absorcion de cadmio consisten en



dafo renal con proteinuria, anemia y aumento en la velocidad de sedimentacion en
los eritrocitos. De estos dafios la proteinuria es el mas tipico, caracterizada por la
o,f, y-globulinuria, albuminuria e inmunoglobulinuria 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 formacién de calculos renales (Diamond y Zalups
1998). La exposicion cronica al cadmio causa desordenes en el sistema nervioso
central con cambios en la actividad motora (Antonio y col. 2002) y alteraciones en la
neurotransmision sinaptica (Minami y col. 2001).

A nivel celular, se conoce que el cadmio causa la liberacién de enzimas citosodlicas
como la aspartato amino transferasa, la alanino amino transferasa y la lactato
deshidrogenasa indicando un dafio en la membrana plasmatica (Yoshida y col.1993).
También produce lipoperoxidacion determinado por la produccion de substancias
reactivas del acido tiobarbiturico (TBARS) en donde los a&acidos grasos
poliinsaturados son peroxidados por la generacion de radicales libres, dafando la
membrana celular y provocando un aumento en la permeabilidad. Hay evidencia de
que el cadmio inactiva enzimas importantes para la funcidn 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 unién (Goyer
1997). Otros efectos del cadmio son: incremento en el calcio intracelular, inhibicion
en la produccion de proteinas por el higado y un incremento en la sintesis de la MT,
a la cual se le ha dado un papel muy importante en la acumulacion del metal en los

tejidos.



1.3 ESTRES OXIDATIVO Y DANO CELULAR

Muchos estimulos, incluyendo a los agentes quimicos y a las citocinas, pueden
generar altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ERO), los cuales pueden
alterar el estado redox normal de la célula y por lo tanto entrar en un proceso de
estrés oxidativo. Un balance perfecto de los sistemas que involucran la produccion y
eliminacién de las ERO, es necesario para mantener la homeostasis celular. Los tres
sistemas redox mas importantes dentro de la células son: NADPH/NADP”,
tioredoxina (TRXes/ TRXox) y glutation (GSH/GSSG) (Filomeni y col. 2002). Entre
éstos, el mas importante es el GSH, ya que la concentracién intracelular es de 500 a
1000 veces mas grande que TRX y NADPH; asi que cambios en el cociente
reducido/oxidado del GSH refleja alteraciones en el estado redox de la célula
(Filomeni y col. 2002). EIl glutatién es un tripéptido de bajo peso molecular y esta
presente en su forma reducida (GSH). En su estado oxidado (GSSG), es
cataliticamente reducido a GSH por la glutation reductasa dependiente de NADPH.
Entre las funciones del GSH, estan el ser un modulador de la actividad enzimatica
dependiente de tioles, participar en el metabolismo de agentes xenobidticos, en
regular el ciclo celular y la expresion de genes (Arrigo 1999). Aunque el GSH no
reacciona directamente con los hidroperoxidos, éste es usado como sustrato por la
glutation peroxidasa (GSHPx), una enzima que contiene selenio y que esta
involucrada en la reduccion de muchos peroxidos, especialmente los formados en las
membranas, asi como en la reduccién del H,O, (Dickinson y Froman 2002). El GSH
forma conjugados con una gran variedad de compuestos electrofilicos durante el

metabolismo normal de la célula o con los xenobibticos (Eaton y Bammler 1999).



Esta conjugacion puede resultar en la disminucién del GSH y ha sido utilizado para
estudiar el papel del GSH en la defensa antioxidante.

Existen evidencias de que las ERO tienen un papel importante en la regulacion de
muchas vias de sefalizacién en la célula. La mitocondria es la principal fuente de la
produccién de estas especies. Entre ellas estan el anién superéxido (0,) y el
peréxido de hidrogeno H,0,, que es generado basicamente por dos mecanismos: la
dismutacion del radical anion superéxido (Fridovich 1997) y por accion de ciertas
oxidasas (Smith-Mungo y Kagan 1998). Esta molécula es mas estable, menos
reactiva y puede actuar como un segundo mensajero intracelular (Rojkind y col.
2002). Sin embargo, en presencia de Fe*? o Cu*?, el H,0; lleva a la formacién de otro
radical que es el hidroxil (OH®) via la reacciéon de Fenton. Este radical es muy
inestable y altamente reactivo que induce lipoperoxidacion, generando multiples
aldehidos muy reactivos. Se sabe que a bajas concentraciones las ERO son
productos naturales de varias reacciones de transferencia de electrones y son
toleradas por las células, mientras que a altas concentraciones de las ERO inducen
estrés oxidativo y causan dafo celular por peroxidacion de los lipidos de las
membranas, oxidacion de las proteinas y acidos nucléicos. También el exceso de
estas ERO incrementa la permeabilidad de la membrana mitocondrial y dafia la
cadena respiratoria. Esto ocasiona una liberacién del citocromo ¢ de la mitocondria, y
la liberacion del GSH a través de transportadores especificos y esto inicia eventos de
apoptosis (Ghibelli y col. 1998). Sin embargo, se conoce una gran variedad de

moléculas antioxidantes y enzimas que protegen a las células de los efectos de las



ERO. Entre estos agentes tenemos aquellos que pueden metabolizar a los radicales
libres y son el GSH, la superdxido dismutasa (MnSOD), la glutatiéon peroxidasa y la
catalasa (Mates 2000); aquéllos que pueden inhibir las reacciones que producen
radicales libres 0 que se unen con los propios radicales como el ascorbato, y la
vitamina E (Young y Woodside 2001) y aquéllos que se unen a metales de transicion
para prevenir que interaccionen éstos con el H,O, como la MT, la ferritina y la
transferrina (Young y Woodside 2001). De estos factores, el GSH es el que esta
principalmente en la célula en su forma reducida y la modificacion en el cociente
GSH/GSSG es un indicador de estrés oxidativo. Especificamente una disminucién en
este cociente, ya sea por una disminucion en los niveles de GSH o un incremento en
los niveles de GSSG. Asi, las variaciones en el cociente GSH/GSSG tienen efecto en
la célula, activando o inhibiendo vias de trasduccion de senales (Schafer y Buettner
2001). Sin embargo, en respuesta al estrés oxidativo, la célula mantiene el estado
redox del glutatiéon a través de diferentes mecanismos, por ejemplo la actividad de la
glutation reductasa puede ser incrementada o el exceso del GSSG generado puede
ser eliminado o la enzima y-glutamil-cisteina-sintetasa se activa para sintetizar nuevo
GSH ( Filomeni y col. 2002).

Aunque el cadmio por si solo no genera radicales libres, si se ha encontrado un
incremento en la produccion de las ERO como el anion superéxido, el perdxido de
hidrogeno y lipoperoxidacién seguido de una exposicion al metal (Koizumi y col.

1996).



1.4 CITOCINAS COMO MEDIADORES INTRACELULARES

Las citocinas se conocen como mediadores intracelulares que son por todos los tipos
celulares. Estas proteinas pueden ser clasificadas de acuerdo con su estructura o
funcion en interleucinas, factores de crecimiento, interferones, factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y quimocinas (Heinrich y col. 1998). Las citocinas estan
relacionadas con actividades inflamatorias, reacciones inmunolégicas, dafo o
reparacion de tejidos (Heinrich y col. 1998). Sin embargo, éstas juegan un papel muy
importante en la modulacién de las funciones fisioldgicas y bioquimicas de la célula.
El higado es un 6rgano importante en el metabolismo de las citocinas ya que tienen
la capacidad de producirlas y removerlas (Jaeschke y col. 2002). Ahora se sabe que
todas las células residentes en el higado como las células de Kupffer, las
endoteliales, las células estelares (Ito) y los hepatocitos son capaces de producir y
responder a las diversas citocinas. La respuesta inflamatoria consiste de la liberacién
secuencial de mediadores y de un reclutamiento de leucocitos circulantes. La
activacion de las células de Kupffer es el primer evento, éstas son las iniciadoras de
la liberacion de mediadores como las citocinas, quimocinas y radicales libres. La
respuesta temprana de las citocinas proinflamatorias como TNF-a y la IL-1 es activar
a otras células del higado e inducir la expresién de moléculas de adhesién, tal como
la molécula 1 de adhesion intracelular (ICAM-1) en la superficie del endotelio
(Simpson y col 1997). Esta activaciéon induce la expresion de quimocinas como la IL-
8, la cual atrae a las células inflamatorias circulantes y amplifica la respuesta

inflamatoria. Las citocinas tienen una funcién fisioldgica, sin embargo, en procesos



patoldgicos como toxicidad por cadmio, la concentracidn de estas citocinas se ve
alterada ocasionando un desbalance entre ellas, ya que muchas de ellas regulan la
secrecion de otras, como por ejemplo el TNF-a. regula la induccién de la IL-1 y la IL-
6 (Manna y Aggarwal 1998) al disminuir el numero de receptores en la célula. La
funcion de las citocinas es mediada por su unidon a receptores especificos
expresados en la superficie de las células blanco (Foxwell y col. 1992) que estimulan
un sistema de sefalizacion complejo que lleva a efectos biolégicos en la célula
blanco. El TNF-o induce una gran variedad de segundos mensajeros incluyendo el
NF-xB, proteinas cinasas activadas por estrés, ceramida/esfingomielina, ERO (Garg
y Aggarwal 2002) y fosfoinositol. Ademas el TNF-o tiene dos efectos celulares
importantes que son: la iniciacién de la muerte celular (necrosis o apoptosis) y la
activaciéon de factores de transcripcidon que llevan a la expresion de genes
relacionados con la sobrevivencia celular (Leong y Karsan 2000). En la muerte
celular por necrosis, la integridad de la bicapa lipidica cambia y hay un desbalance
osmotico que lleva a un hinchamiento de la célula, seguido de un colapso (Grooten y
col. 1993). La apoptosis es una muerte programada, donde la célula participa en su
propia destruccion. Esta muerte juega un papel muy importante en la regulacién del
desarrollo, crecimiento y eliminacién de células (Jacobson y col. 1997). Se sabe que
la mitocondria es la mejor fuente de formacion de las ERO por el TNF-a con una
alteracion en la permeabilidad de la mitocondria que lleva a la liberacion del

citocromo c y a la activacion de la apoptosis (Higuchi y col. 1998).
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La activacion de factores de transcripcion es el efecto celular mas conocido por el
TNF-a. Esos factores de transcripcion regulan la expresion de genes (Sen y Packer
1996), que son responsables de muchos de los efectos fisioldgicos y patolégicos del
TNF-a. Los principales factores de transcripcién activados son el factor nuclear xB
(NF-xB) y la proteina activadora 1 (AP-1) que son sensibles al estrés oxidativo (Gius
y col. 1999). El TNF-a ha sido implicado como mediador en la hepatotoxicidad en
numerosos sistemas incluyendo tetracloruro de carbono, acetaminofén y cadmio
(Dong y col. 1998; Yamano y col. 2000).

La IL-6 es considerada como una interleucina que contribuye al proceso inflamatorio
(Yu y col. 2002) asi como el mejor mediador de la respuesta de fase aguda. Esta
respuesta se caracteriza por una alteracion en las concentraciones de diferentes
proteinas plasmaticas, como son: la proteina reactiva C (CRP), la amiloide sérica A
(SAA), el fibrinogeno, la a2 macroglobulina, la albumina, la fibronectina y la
transferrina (Moshage 1997). La IL-6 afecta la sintesis y secrecion de las proteinas
de fase aguda en hepatocitos primarios, en lineas celulares hepaticas y en animales
completos. Ademas se sabe que la IL-6 utiliza la familia de las Jak (tirosina cinasa) y
los factores de transcripcion de la familia de STAT (Heinrich y col. 1998) como via
de sefalizacion intracelular.

Entre las quimocinas tenemos a la IL-8 que esta formada por dos cisteinas
separadas por un aminoacido (CXC). Esta representa una proteina muy estable y
media la activacion de los neutrofilos y su subsecuente liberacion de ERO en

respuesta a un dafo hepatotdxico.
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1.5 FACTORES DE TRANSCRIPCION NF-xB Y AP-1

Las sefiales extracelulares, ya sean hormonas, neurotransmisores, factores de
crecimiento o citocinas se unen a sus receptores especificos localizados en las
membranas plasmaticas y desencadenan en el interior de la célula distintas
cascadas de amplificacibn que terminan en respuestas celulares. Como respuesta,
en la expresion de los genes, los elementos que funcionan como mensajeros
nucleares son los llamados factores de transcripcion. Estas proteinas citoplasmicas
pasan de un estado inactivo o de reposo a un estado activo, cuando son fosforiladas
por las proteinas cinasas que les transfieren grupos fosfatos a residuos de serina o
treonina. La fosforilacion es la sehal para que los factores de transcripcion puedan
traslocarse al nucleo de la célula en donde reconocen secuencias especificas
localizadas en el ADN. La interaccion del factor con la secuencia consenso
correspondiente tiene un efecto positivo o negativo sobre la frecuencia de
transcripcion del gen que regulan (Rigg y Sikora 1997), participando asi en la
regulacion de una gran variedad de procesos celulares como el metabolismo, la
proliferacion, la diferenciacion o la muerte celular.

El NF-kB pertenece a la familia Rel de los factores de transcripcién y funciona como
un homo o heterodimero, formado por cinco posibles subunidades: p50/105 (NF-
kB1), p52/100 (NF-xB2), p65 (Rel A), RelB y c-Rel (Baeuerle y Baltimore 1996). La
forma mas comun del NF-xkB consiste del heterodimero p50/p65. El heterodimero

permanece en el citosol en forma inactiva unido al inhibidor IxB (Baldwin 1996). La

fosforilacion del inhibidor IkB en residuos de serina y la subsecuente degradacion,
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permiten que el NF-kB sea translocado al nucleo y participe en la regulacion de
numerosos genes, muchos de los cuales estan involucrados en las respuestas anti-
apoptéticas e inflamatorias (Baeuerle y Baltimore 1996). EI NF-xB fue uno de los
primeros factores descritos que responden directamente a agentes que inducen
estrés oxidativo, como el H,O, y el TNF-a. Ademas hay evidencias de que la
activaciéon del NF-kB es inhibida por varios agentes antioxidantes como la N-acetil-L-
cisteina (NAC), el 2-mercaptoetanol, el acido a-lipoico, el dietil ditiocarbamato, el
disulfiran y el a-tocoferol (Flohe y col. 1997).

El AP-1 es un homodimero o heterodimero formado por las subunidades Jun (c-Jun,
JunB y JunD) y Fos (c-Fos, FosB, , Fral y Fra2) (Karin y col. 1997). La secuencia
reguladora de AP-1 esta presente en la regién promotora de muchos genes como por
ejemplo en el de la colagena, el de la metalotioneina y en el de los genes que
codifican para las proteinas Fos y Jun que son las subunidades que constituyen al
factor de transcripciéon AP-1 (Shreiber y col. 1995). Las subunidades Fos y Jun son
fosforiladas por cinasas especificas como la JNK (cinasa c-Jun N-terminal) para Jun
y la especifica de Fos (FRK), de esta forma son transcripcionalmente activas y se
traslocan al nucleo donde inician la expresion de una gran variedad de genes entre
ellos los de agentes proinflamatorios. La regulacion del factor AP-1 es compleja y
puede ocurrir por cambios en la transcripcion de los genes de jun y fos, por procesos
de fosforilacion de las proteinas Jun y Fos mediada por cinasas como la proteina
cinasa C (PCK) y las cinasas activadas por mitégenos (MAPS) (Karin 1995), las

cuales se sabe que son activadas por el TNF-a (Kyriakis 1999). También el factor
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AP-1 puede ser regulado por la interaccion de éste con otros factores de
transcripcion que pueden sinergizar o interferir con la activacion del factor (Chinenov
y Kerppola 2001). Se conoce que el AP-1 también es activado por el H,O, (Karin y
Shaulian 2001) y el mecanismo parece ser mediado por la cascada de sefalizacién
de la JNK y p38 (Chang y Karin 2001) o por inhibir la actividad de las fosfatasas
mediante la oxidacion de una cisteina que presenta en su sitio activo y por lo tanto se

potencia la activacion de las MAPS (Cavigelli y col 1999).

1.6 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 funciéon y tamano molecular (15-110k Da) (Kregel 2002). Las Hsps
estan presentes en el citosol, la mitocondria, el reticulo endoplasmico, y en el nucleo
(Feder y Hofmann 1999). Estas proteinas funcionan como chaperones; 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 Hsps mas estudiadas estan 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 en varios compartimientos celulares, el prevenir la agregacion de las
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proteinas y la degradacion de las proteinas inestables. El gen de la Hsp70 contiene
dos elementos regulatorios que interactuan con un factor de transcripciéon de choque
térmico (HSF). Este HSF se une a la region promotora en condiciones de estrés e
induce la transcripcion de la Hsp70 (Peterson y Lindquist 1989). Se conoce que la
induccién 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
funcién principal de la Hsp70 es la tolerancia a una gran variedad de agentes
estresores (Jaattela 1993). Aunque el mecanismo de citoproteccidén no se conoce
exactamente, se le ha atribuido a la Hsp70, un papel muy importante en el estado
redox de la célula por proteger de los efectos toxicos de las ERO (Jacquier-Sarlin y
col. 1994). También participa en mediar los efectos de las citocinas, en particular al
TNF-a y la IL-1, por inhibir su transcripcion y disminuir su secrecién (Stojadinovic y
col. 1997). La Hsp70 protege a la célula de la liperoxidacion, la cual dafa a la
membrana celular con la subsecuente alteracion en la homeostasis de calcio. Los
niveles de calcio intracelular tiene un papel muy importante en la toxicidad y muerte

celular mediada por las ROS (Dargel 1992).

1.7 MODELO CELULAR

El higado es el principal 6rgano involucrado en la biotransformacion de sustancias
exdgenas para poder ser excretadas del organismo. Sin embargo, muchos de estos
agentes xenobidticos son potencialmente hepatotdxicos. La capacidad de un agente

para producir dafo hepatico in vivo a menudo resulta de la interaccion de una serie
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compleja de procesos celulares que estan involucrados en la entrada,
biotransformacion y eliminacion de estos compuestos toxicos. Asi los tdéxicos pueden
interaccionar con constituyentes celulares, tales como las proteinas, los lipidos, el
ADN, el ARN y producir dafio. Estos eventos de dafio pueden ser analizados a nivel
celular o molecular, sin embargo, esto es dificil in vivo debido a que las funciones del
higado estan bajo la influencia de varios factores enddégenos y exdgenos que
resultan en una interaccidbn compleja con otros 6rganos (Guillouzo 1998). Los
modelos hepaticos mas frecuentemente usados son 6rganos perfundidos, cortes de
tejidos, fracciones subcelulares y cultivo de hepatocitos aislados. Este ultimo ha sido
el mas utilizado para estudios toxicolodgicos, aunque la desventaja mas grande de los
cultivos primarios es que las células pierden las funciones hepatocelulares en un
corto tiempo (Donato y col. 1991). Ademas sufren alteraciones fenotipicas y
disminuyen las actividades de los sistemas que metabolizan los xenobidticos,
haciendo de esta manera imposible el analizar los efectos de un agente téxico por
periodos prolongados. Es por ello que el desarrollo de lineas celulares de
hepatocitos representa una alternativa, ya que mantienen propiedades especificas
del higado por lapsos largos y no sufren alteraciones fenotipicas. Por lo tanto, es
posible analizar en este sistema el efecto de un agente tdxico por periodos cortos o
prolongados. Entre estas lineas celulares tenemos a las células Chang, las cuales
son consideradas por muchos investigadores (Guillouzo 1998) como una linea poco
diferenciada debido a que ha perdido algunas caracteristicas de los hepatocitos, las
WRL-68 de origen fetal hepatico humano, las cuales han sido caracterizadas por

nuestro laboratorio (Gutierrez y col. 1994) y ha sido utilizada para estudios de
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toxicidad con cadmio (Souza y col. 1997). Actualmente contamos con otra linea
celular que es la HepG2 que proviene de un hepatoblastoma y que ha sido utilizada
en gran cantidad de estudios de dafo por téxicos (Gutiérrez-Ruiz y col. 1999), es por
ello que consideramos que es un sistema adecuado para estudiar el papel de las
citocinas como mediadores de dafo ocasionado por el cadmio y su relaciéon con el

estrés oxidativo.
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JUSTIFICACION

La exposicién al cadmio se ha incrementado y los dafos que se producen en el
organismo son letales. EI mecanismo mediante el cual el cadmio produce
hepatotoxicidad no se conoce totalmente, aunque se le ha relacionado con procesos
oxidativos en donde estan involucradas la IL-1-f, la IL-6, la IL-8 y el TNF-a. Se
considera al TNF-a como uno de los primeros mediadores en la toxicidad producida
por el cadmio y en la activacion de factores de transcripcién como el NFxB y la AP-1
que son sensibles al estrés oxidativo. Esos factores regulan la expresién de genes,
cuyos productos son los responsables de muchos efectos fisioldgicos y patologicos.
Con base en esto, es importante estudiar la induccién de la IL-1-B, la IL-6, la IL-8 y
del TNF-a en células hepaticas tratadas con cadmio. Asi mismo, evaluar el papel del
TNF-a en la expresion de la interleucinas y en la activacion del factor AP-1 con el fin
de conocer mas acerca del mecanismo por el cual el cadmio produce dafio en los

hepatocitos.
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OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la participacién de las citocinas inflamatorias, los factores de trancripcion
NF«B, la AP-1y el estrés oxidativo en el dano producido por el CdCl, en las células

HepG2.

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e Evaluar el estrés oxidativo en las células HepG2 expuestas a CdCl, mediante la
determinacién de la produccién de las TBARS y del contenido de GSH.

e Evaluar la induccion del ARNm de las IL-1B, IL-6, IL-8 y del TNF-a en las células
HepG2 expuestas a CdCl,.

e Evaluar el papel del TNF-a como mediador de sefalizacion en la induccién el
ARNm de las IL-1-B, IL-6, e IL-8 como respuesta al tratamiento con el CdCls.

e Evaluar la induccion de la Hsp70 como respuesta al tratamiento con el CdCl, en
las células HepG2.

e Evaluar la activacién de los factores de transcripciéon NFkB y la AP-1 en la células
HepG2 expuestas a CdCl,.

e Evaluar la relacion del factor de transcripcion AP-1 con el TNF-a y el estrés

oxidativo mediado por el H,O, y el efecto de agentes antioxidantes como el NAC.
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HIPOTESIS

En respuesta al estrés oxidativo producido por el cadmio en las células HepG2 se
incrementaran los niveles de las TBARS, se disminuira el contenido de GSH y se
producira la proteina Hsp70. Se induciran citocinas inflamatorias como la IL-18, la IL-
6, la IL-8 y el TNF-a. Asi mismo, el TNF-a al ser un mediador temprano de dafo
participara en la induccion de los ARNm de las interleucinas y podra activar al factor
de transcripcion AP-1. También la AP-1 podra ser activada por el H,O, como
respuesta al estrés oxidativo formado y su actividad sera disminuida por el

antioxidante NAC.
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MATERIAL Y METODOS

3.1 CULTIVO CELULAR

La linea celular HepG2 proveniente de un hepatoblastoma humano fue adquirida
comercialmente de la América Type Culture Collection (ATCC). Las células HepG2
fueron mantenidas en medio de cultivo de Williams (Sigma) suplementado con 8% de
suero fetal de bovino (Hyclone), penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100 ug/ml)
(Microlab). Las células fueron cultivadas en botellas de plastico estériles (Nunc) y el
medio de cultivo se cambid cada tercer dia. Las células fueron resembradas en una
relacion de 1:3 y los cultivos se mantuvieron en una incubadora con una atmosfera
de 5% de CO, y 90% de humedad a una temperatura de 37°C. Todos los
experimentos fueron realizados cuando las células se encontraron en fase de

crecimiento logaritmica y entre los pasajes de 130-135.

3.2 CITOTOXICIDAD CELULAR

La citotoxicidad del CdCl, fue determinada con la prueba del MTT, de acuerdo con el
método descrito por Mosmann (1983). Este ensayo mide la conversion del bromuro
de difenil tetrazolium (MTT) a formazan por las deshidrogenasas de las mitocondrias
de las células vivas. Se sembraron 200 000 células/pozo en multicamaras de 24
pozos (Nunc) y se dejaron crecer por 24 h. Después de este tiempo se les cambio el
medio por otro sin suero y con diferentes concentraciones de CdCl, (0.5-50 uM)

(Sigma) durante 6 h. Posteriormente se les retird el medio y fueron lavadas con una
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solucion amortiguadora de fosfatos (PBS). Se les agregd una solucién de 0.5 mg/ml
de MTT en PBS a pH 7.5 y se dejaron incubar por 3 h a 37°C. Después se les
adiciond 500 ul de una solucién de HCI 0.04 N en 2-isopropanol, durante 15 min,
para disolver el formazan. El cambio de absorbancia se midié a 570 nm en un
espectrofotometo (Beckman DU 640). La viabilidad celular se determin6é por el

porcentaje del cambio de absorbancia con respecto al control

3.3 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE LAS TBARS

La lipoperoxidacion se determin6 por el método de Buege y Aust (1978), el cual se
basa en la formacion de TBARS. Las células HepG2 se sembraron en cajas de
cultivo (Corning) a una densidad de 5x10° células/caja y se dejaron crecer por 24h.
Pasado ese tiempo, se les cambié el medio por otro sin suero y conteniendo 5 uM de
CdCl; y se dejaron incubar por diferentes tiempos (1, 2, 4 y 6 h) a 37°C. Las células
control estuvieron en ausencia del CdCl,. Las células se resuspendieron en 1 ml de
PBS y se lisaron con un sonicador con 8 pulsos cada 30 segundos (Ultrasonic
Processor XL2020). De este lisado se tomo 0.1 ml para la cuantificacion de proteinas
y a los 0.9 ml restantes se les adiciond 2 ml de una solucion reactiva formada por
acido tricloroacético al 15%, acido tiobarbiturico al 0.5% y HCI 0.25 N. Las muestras
se agitaron y se incubaron en una bafio de agua a 100 °C durante 30 min. Las
muestras se dejaron enfriar y se centrifugaron a 1431 g por 10 min. La absorbancia
del sobrenadante se ley6 a 535 nm y la concentracion de MDA se determiné con: C =

Alel. Donde: C=concentracion de MDA, A=Absorbancia, s=Coeficiente de extincion
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molar (1.56 x 10°/cm M) y I=grosor de la celda. Los resultados fueron expresados

como nmol MDA/mg de proteina.

3.4 CONTENIDO DE GLUTATION

El contenido de GSH se determind por el método de Tietze (1969) con el reactivo de
Ellman. El método se basa en la reduccion del 5,5°-ditiobis-2 acido nitrobenzoico
(DTNB) en presencia de grupos tioles (-SH). Las células HepG2 se sembraron en
cajas de cultivo (Corning) a una densidad de 5x10° células/caja y se dejaron crecer
por 24h. Pasado ese tiempo, se les cambid el medio por otro sin suero y conteniendo
5 uM de CdCl, y se dejaron incubar por diferentes tiempos (1, 2, 4y 6 h) a 37°C. Otro
grupo de células fueron pre-tratadas con 1 mM de NAC por 1 h a 37°C y después, se
les agregd 5 uM de CdCl, y se dejaron incubar por 6 h a 37°C. Las células control
estuvieron en ausencia del CdCl,. Las células se resuspendieron en 0.6 ml de PBS.
De este volumen se tomd 0.1 ml para la cuantificacion de proteinas y a los 0.5 ml
restantes se les adicion6 1 ml de buffer de Tris 0.2 M-EDTA 0.02M suplementado
con SDS al 1% pH 8.2, agitando durante 15 min. Posteriormente se agreg6é 1 ml de
acido tricloroacético (TCA) al 5% y se agitdé durante 5 min. Después las muestras se
centrifugaron a 3220 g durante 15 min a 4°C. Del sobrenadante se tomé 0.2 mly a
ésta se le agregaron 2.5 ml de PBS 0.05 M pH 7.1, 800 ul de EDTA 1 mM, 30 ul de
DTNB, 50 ul de glutation reductasa y 100 ul de NADPH (2 mg/ml). La mezcla se agitd

y se leyo la absorbancia a 412 nm. La cuantificacion de GSH se realizé con base en
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una curva estandar y los resultados fueron expresados como nmoles de SH/mg de

proteina.

3.5 EXTRACCION DEL ARN TOTAL

La extraccion del ARN total se realiz6 de acuerdo al método descrito por
Chomczynski (1993). Las células HepG2 fueron sembradas en cajas de cultivo
(Corning) a una densidad de 5x10° células/caja y se dejaron crecer por 24h. Pasado
ese tiempo, se les cambid el medio de cultivo por otro sin suero con diferentes
concentraciones de CdCl, (1, 5, 10 uM) y se dejaron incubar por 1, 3y 6 h a 37°C.
Por otro lado, con el fin de evaluar el papel que juega el TNF-a en la expresion de las
citocinas las células HepG2 fueron pre-tratadas con 10 ng/ml de un anticuerpo
recombinante humano anti-TNFa (R & D Systems) por 1 h a 37°C. Después, se les
agrego 5 uM de CdCl; y se dejaron incubar por 1 6 3 h a 37°C. Las células control
estuvieron en ausencia del CdCl,. Posteriormente, fueron lavadas con PBS y se les
agrego 1 ml de trizol. EI homogenado celular fue resuspendido varias veces y se dejo
reposar 5 min a 25°C. Después se le agregd 0.2 ml de cloroformo y fue agitado
vigorozamente por 15 seg. Se dejo reposar 5 min y las muestras fueron
centrifugadas a 12879 g durante 15 min a 4°C. Se tomo la fase acuosa y se le
agrego 0.5 ml de isopropanol. Se dejé reposar 15 min a 25°C. Luego fue centrifugado
a 12879 g durante 10 min a 4°C. El sobrenadante fue decantado y a la pastilla
obtenida se le agregd 1 ml de etanol al 75%, el cual fue agitado vigorozamente con

un vortex y fue centrifugado a 12879 g durante 5min a 4°C. El sobrenadante fue
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desechado. Finalmente, la pastilla fue suspendida en agua-DEPC al 0.1%. EI ARN
fue cuantificado por espectrofotometria a 260 nm utilizando la siguiente relacién:

Concentracion de ARN = (D.O. 260 nm) (40) (factor de dilucién).

3.6 DETERMINACION DEL ARNm POR RT-PCR
Los ARNm extraidos de los cultivos celulares fueron sometidos a un analisis por
transcripcion reversa de reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) (Sambrood
y col. 1989), utilizando un ensayo comercial (GeneAmp, PCR Kit, Perkin Elmer). Para
el RT, se tomaron 2.5 ug de ARN total de cada una de las muestras y se le agreg6 2
ul de MgCl, 25 mM, 1 pl de dATP 10 mM, 1 pl de dGTP 10 mM, 1 ul de dCTP 10
mM, 1 ul de dTTP 10 mM. 0.5 ul de inhibidor de ARNasa 20 U/ul, 0.7 ul de oligo
d(T)1e 50 uM, 0.5 ul de transcriptasa reversa 50 U/ul, 0.8 ul de DTT 0.1 My 1 ul de
buffer para PCR 10X formado por: KCI 500 mM, TRIS-HCI 100 mM pH 8.3. La
reaccion se llevd a cabo en un termociclador (Perkin Elmer 480) a 42°C por 1 h,
seguido de 5 min a 95°C. Para el PCR, se tomaron 3 ul del ADN complementario
(ADNCc) del RT y se le agregé 2 ul de MgCl, 25 mM, 4 ul de buffer PCR 10X, 32.75 pl
de agua estéril, 0.25 ul de AmpliTag DNA polimerasa (5 U/ul) y 3 ul de los siguientes
oligonucleétidos (10 uM):
TNF-a: sentido 5-CTC TGG CCC AGG CAG TCA GA-3’, antisentido 5-GGC GTT
TGG GAA GGT TGG AT-3" con las siguientes condiciones 94°C 1 min; 57°C

1 min; 72°C 1 min por 35 ciclos.
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IL-1B: sentido 5-GGA TAT GGA GCA ACA ACA AGT GG-3’, antisentido 5-ATG
TAC CAG TTG GGG GAA CTG-3" con las siguientes condiciones 94°C 1 min;
55°C 1 min; 72°C 1 min por 35 ciclos.

IL-6: sentido 5-TCA ATG AGG AGA CTT GCC TG-3’, antisentido 5-GAT GAG TTG
TCA TGT CCT GC-3’ con las siguientes condiciones 94°C 1 min; 57°C 1 min;
72°C 1 min por 35 ciclos.

IL-8: sentido 5°-TTG GCA GCC TTC CTG ATT-3, antisentido 5-AAC TTC TCC ACA
ACC CTC TG-3’ con las siguientes condiciones 94°C 1 min; 63°C 1 min; 72°C 1
min por 35 ciclos.

B2 —microglobulina: sentido 5-GAT GCT GCT TAC ACG-3’, antisentido 5-CCA GCA
GAG AAT GGA AAG TC-3’ con las siguientes condiciones 94°C 1 min; 53°C 1
min; 72°C 1min por 35 ciclos.

Los ADNc amplificados se identificaron en geles de agarosa (Ultra Pure Sigma) al

1.5% en TBE 0.5X formado por acido bérico 0.5 M, Tris-base 0.5 My EDTA 10 mM,

tefidos con bromuro de etidio (1 mg/ml). Los ADNc se pusieron con amortiguador de

muestra, el cual contenia azul de bromofenol 0.25%, xilen cianol 0.25%, y glicerol al

30% y se dejaron correr en una camara de electroforesis (Bio-Rad) a 100 volts por 1

h. Los geles fueron observados en un Gel Doc 1000 (Bio Rad) y analizados en el

Molecular Analyst (Bio Rad). Como sonda de normalizacion se utilizé a la B2 —

microglobulina. Los tamafos de los productos fueron de 519 pb para el TNF-a, 263

pb para la IL-13, 260 pb para la IL-6, 247pb para la IL-8 y 268 pb para la B2 —

microglobulina.
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3.7 EXTRACCION DE LA PROTEINA NUCLEAR

La extraccion de la proteina nuclear se realizé de acuerdo al método descrito por
Morales y col. (1997). Las células HepG2 se sembraron en cajas de cultivo (Corning)
a una densidad de 5x10° células/caja y se dejaron crecer por 24h. Pasado ese
tiempo, se les cambid el medio por otro sin suero y conteniendo 5 uM de CdCl,. Las
células se dejaron incubar por diferentes tiempos (1, 2, 3,4, 5y 6 h) a 37°C. Por otro
lado, las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de CdCl; (1, 3, 5, 10
y 20 uM) y se dejaron incubar por 4 h. Otro grupo de células fueron pre-tratadas con
10 ng/ml de un anticuerpo recombinante humano anti-TNFa (R & D Systems) o con 1
mM de NAC por 1 h a 37°C. Después, se les agregaron 5 uM de CdCl, 0 0.25 mM de
H20, y se dejaron incubar por 4 h a 37°C. Las células control estuvieron en ausencia
del CdCl,. Posteriormente, fueron lavadas con PBS y se les agreg6é 800 nul de un
buffer de lisis, formado por Hepes 10 mM pH 7.9, KCI 10 mM, EDTA 0.1 mM, EGTA
0.1 mM, DTT 1 mM y PMSF 0.5 mM. El homogenado celular fue resuspendido varias
veces y se dejo reposar 15 min a 4°C. Después se le agregé 50 ul de IGEPAL 10Xy
fue agitado vigorozamente por 10 seg. Inmediatamente, las muestras fueron
centrifugadas a 12879 g por 30 seg y se desecho el sobrenadante. Los nucleos
obtenidos, fueron resuspendidos en 50 ul de buffer C formado por Hepes 20 mM pH
7.9, NaCl 0.4 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, DTT 1 mM y PMSF. El homogenado
celular fue resuspendido varias veces y se dejé reposar 15 min a 4°C. Luego fue
centrifugado a 17530 g durante 5 min a 4°C. El sobrenadante contenia la proteina

nuclear, la cual fue almacenada en pequenos volumenes y guardada a -80°C. De
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una de las alicuotas se cuantifico la concentracion de proteina con el reactivo de

Bradford.

3.8 ENSAYO DE MOVILIDAD ELECTROFORETICA (EMSA)

El ensayo de movilidad electroforética o de retardo se basa en la unién especifica de
los factores de transcripcion activos al DNA y se realizé6 de acuerdo con el método
descrito por Morales y col. (1997). Se tomaron 40 pg de la proteina nuclear y se
hicieron reaccionar con los oligonucledtidos NFxB (5-AGT TGA GGG GAC TTT
CCC AGG C-3) o AP-1 (5-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3’) que fueron
marcados por la cinasa polinucleétido T4 con [y*2-P]-ATP (NEN) en un buffer formado
por Tris-HCI 50 mM pH 7.5, NaCl 200 mM, EDTA 5 mM, B-mercaptoetanol 5 mM,
glicerol 20%, MgCl, 5 mM y poly (dI-dC) 0.05 mg/ml. La reaccién se dejo durante 15
min a 25°C y las muestras se corrieron en geles de acrilamida-bisacrilamida (Sigma)
al 6% en TBE 0.25X. Después a cada muestra se le agregaron 2 pul de azul de
bromofenol 0.1% y se dejaron correr en una camara de electroforesis (Bio-Rad) a
150 Volts por 2 h. Los complejos ADN-proteina fueron expuestos en una placa
radiografica (Kodak) y revelados. Los resultados fueron visualizados en un

densitometro GS 670 (Bio Rad) y analizados en el Molecular Analyst (Bio Rad).

3.9 EXTRACCION DE LA PROTEINA TOTAL

Las células HepG2 fueron sembradas en cajas de cultivo (Corning) a una densidad

de 5x10° células/caja y se dejaron crecer por 24h. Pasado ese tiempo, se les cambié
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el medio por otro sin suero y conteniendo 5 uM de CdCl, y se dejaron incubar por
diferentes tiempos (1, 2, 3, 4, 5y 6 h) a 37°C. Las células control estuvieron en
ausencia del CdCl,. Posteriormente, fueron lavadas con PBS y se les agregaron 200
ul de un amortiguador de lisis, formado por Tris-HCI 50 mM, NaCl 120 mM, IGEPAL
0.5%, NaF 100 mM, NaOV3 200 mM y 80 ul de un stock de inhibidor de proteasas
(Complete, Roche). El homogenado celular fue resuspendido varias veces y se dej6
reposar 5 min a 25°C. Después fue centrifugado a 17530 g por durante min a 4°C. El
sobrenadante conteniendo la proteina celular fue almacenado en pequefios
volumenes y guardado a -80°C. De una de las alicuotas se cuantificd la

concentracion de proteina con el reactivo de Bradford.

3.10 ANALISIS POR WESTERN BLOT

El ensayo de Western blot se realizdé de acuerdo con el método descrito por Laemmli
(1970). Se tomaron 75 ug de la proteina total y se le agregé amortiguador de muestra
2X formado por Tris-HCI 0.1 M pH 6.8, glicerol, SDS al 20%, 2-B-mercapto etanol vy
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 muestra se dejaron correr en una
camara de electroforesis (mini-Protean II, Bio-Rad) con un amortiguador de corrida
1X formado por Tris-Base, glicina y SDS a 200 Volts por 35 min. La proteina fue
transferida a una membrana de difloruro de polivinilideno (PVDF, Amersham Biotech)

usando un amortiguador de tranferencia formado por Tris-Base 25 mM pH 8.3, glicina
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192 mM, SDS al 0.05% y metanol al 20m% por 14 h 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-HCI 20 mM y Tween 20 al
0.1% pH 7.5 por 30 min dos veces. Posteriormente se lavé con TBS-Tween 20 varias
veces y se le agregd un anticuerpo primario de Hsp 70 humano a una dilucién 1:500
(Santa Cruz Biotecnology) por 1 h. Se lavo 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 le agrego el anticuerpo secundario acoplado a la
peroxidasa (Santa Cruz Biotecnology) 1:10000 por 1 h. La membrana se lavé con
TBS-Tween 10 min por triplicado y uno con so6lo TBS. Finalmente la membrana fue
tratada con el Ensayo SuperSignal® West Pico Substrate (Pierce) durante 15 min y
expuesta en una placa radiografica (Kodak) y revelada. Los resultados fueron
visualizados en un densitdmetro GS 670 (Bio Rad) y analizados en el Molecular

Analyst (Bio Rad).

3.11 DETERMINACION DEL CONTENIDO DE PROTEINA

El contenido de proteina en las muestras se realiz6 con el reactivo de Bradford
(Biorad) (1976). Se tomd una alicuota de las muestras y se le agregd 2.5 ml del
reactivo de Bradford diluido 1:3. Se dejo incubar 20 min a 25°C. Se realiz6 una curva
patrén de albumina sérica bovina de 0.1-0.5 mg/ml. Posteriormente se ley6 la
absorbancia y se determind la concentracion de la proteina utilizando la curva

estandar.
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3.12 ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento se realiz6 por triplicado en tres eventos independientes. El analisis
estadistico de los resultados obtenidos, se realiz6 mediante el andlisis de varianza
(ANOVA) seguido por una prueba de Tukey. Se utilizé el programa SPSS versién 10
y el nivel de significancia de p<0.05 fue tomado para considerar los valores

estadisticamente diferentes.
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RESULTADOS

4.1 VIABILIDAD DE LAS CELULAS HepG2 EXPUESTAS A CdCl;

La viabilidad de las células HepG2 expuestas a diferentes concentraciones de CdCl,
(0-50 uM) durante 6 h de incubacién, fue medida por la conversion de tetrazolium a
formazan por las deshidrogenasas de las mitocondrias de las células viables. El
producto formado fue cuantificado espectrofotométricamente y comparado con el de
las células control. Los resultados son expresados como viabilidad celular (% control)
y se muestran en la figura 1. Se observa que para las células tratadas desde 0.5
hasta 10 uM de CdCl; la viabilidad de las células esta por arriba del 90% muy
semejante a la viabilidad presentada por las células control, mientras que para las
células tratadas con 20 y 50 uM del metal la viabilidad disminuyé a un 73.4% y 67 %,
respectivamente. Las células fueron capaces de proliferar en estas condiciones
después de ser resembradas, por lo que se decidio utilizar varias concentraciones de
CdCl; que fueron de 1, 5 y 10 uM con tiempos de incubacion de 1, 3 y 6 h como

tiempos de incubacion.

4.2 DETERMINACION DE LA PRODUCCION DE LAS TBARS

El estrés oxidativo producido en las células HepG2 por la exposicion a 5 uM de CdCl,
se determind por la produccion de las TBARS en funcion del tiempo de exposicidn.
Los resultados se muestran en la tabla 1 y son expresados como nmoles de TBARS/

mg proteina. Se observa un incremento significativo de 1.5 veces (3.15+0.141) en la
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Figura 1. Curva de viabilidad de las células HepG2 después de 6 h de tratamiento
con diferentes contraciones de CdCl, determinado por MTT. Cada punto expresa el

promedio + error estanda (n=3). *Diferencia significativa p<0.05 con respecto al

al control.
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produccion de TBARS a la primera hora de tratamiento y de 1.8 veces mas
(3.93+0.147) para las 2 h con respecto al control (2.13+0.164). A las 4 y 6 h de
incubacion, la produccion de TBARS se mantuvo constante de 1.8 veces mas alto
con respecto al control. Estos resultados demuestran que las células HepG2
responden de manera inmediata a la presencia de cadmio generando las ROS y por

lo tanto produciendo un dafio por estrés oxidativo.

4.3 CONTENIDO DE GLUTATION

El estrés oxidativo producido en las células HepG2 por la exposicion a 5 uM de CdCl,
se determind también por el contenido intracelular de GSH. Los resultados se
muestran en la tabla 1 y son expresados como nmoles de GSH/mg de proteina. Se
observa que para las primeras horas de exposicion (1,2 y 4 h), el GSH disminuye
ligeramente pero no de manera significativa. Sin embargo, a las 6 h, el contenido de
GSH disminuy6 drasticamente en un 65% (61.40+16.04) con respecto al control
(174.84+£25.60). Estos resultados demuestran que la pérdida en el GSH intracelular
por la presencia del cadmio contribuye a un desbalance en el estado redox de la
célula favoreciendo el estrés oxidativo. El pre-tratamiento con NAC, un agente
antioxidante, en las células HepG2 seguidas con 5 uM de CdCl,, incrementé la
concentracion del GSH en un 286% (270.28+12.70) con respecto a las células

HepG2 tratadas con cadmio por 6 h (61.40+16.04).
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Tabla 1. Efecto del cadmio en la produccion de TBARS y en el contenido de GSH
en las células HepG2 expuestas a5 uM de CdCl, a diferentes tiempos. Cada
punto expresa el valor promedio + error estandar (n=3). *Diferencia significativa

p<0.05 con respecto al control. #Diferencia significativa con respecto a las células
tratadas con CdCl; durante 6 h.

Tiempo (h) TBARS GSH
(nmol/mg proteina) (nmol/mg proteina)
Control 2.13+0.164 174.84 + 25.60
1.0 3.15+0.141* 163.17 £ 15.92
2.0 3.93 +0.147* 155.57 + 23.61
4.0 3.87 £ 0.202* 162.46 + 11.37
6.0 3.81+£0.198* 61.40 + 16.04*
6.0 (NAC-Cd) 270.28 + 12.70%
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4.4 EFECTO DEL CADMIO EN LA EXPRESION DEL TNF-o

Para determinar el efecto del cadmio en la expresion del TNF-a, Las células HepG2
fueron tratadas con 1, 5y 10 uM de CdCl, por 0.5, 1, 3 y 6 h de incubacion. Se
aislaron los ARNs de las células y se analizaron por RT-PCR utilizando a la (-
microglobulina como proteina de normalizacidn. La expresion del TNF-a se muestra
en la figura 2. A los 30 min de tratamiento, la expresion del TNF-a se presento igual
que el basal para todas las concentraciones del metal. Sin embargo, se observd un
incremento significativo a la hora de tratamiento de 1.6 veces tanto para el
tratamiento con 1 como para 5 uM de CdCl, y de 1.8 veces el valor control para 10
uM del metal. Cabe mencionar que la maxima expresion del TNF-a, se encontro a la
hora de incubacion. Para los tratamientos de 3 y 6 h de incubacién los niveles del

ARNmMm tienden a disminuir para todas las concentraciones de CdCl,.

4.5 EXPRESION DE LA IL-1p, LA IL-6 Y DE LA IL-8 POR EL CdCl,

Para determinar el efecto del cadmio en la expresion del la IL-13, IL-6 y la IL-8 las
células HepG2 fueron tratadas con 1, 5y 10 uM de CdClI; por 0.5, 1, 3y 6 h de
incubacion. Se aislaron los ARNs de las células y se analizaron por RT-PCR
utilizando a la B2-microglobulina como proteina de normalizacion. La expresion de la
IL-1B, se puede apreciar en la figura 3, en donde se muestra un comportamiento muy
similar al encontrado para el TNF-a. Se observa que para los 30 min de tratamiento,
la expresion de la IL-1B presentd valores semejantes al valor basal para todas las

concentraciones del metal. Sin embargo, se observé un incremento significativo a la
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Figura 2. Induccion del ARNm del TNF-a por RT-PCR en las células HepG2
expuestasa 1,5 y10 uMde CdCl, con diferentes tiempos de incubacion. Cada
punto expresa el promedio + error estandar (n=3). *Diferencia significativa p<0.05
conrespecto al control. (A) Representacion de los productos del RT-PCR. (B)

Representacion grafica.
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Figura 3. Inducciondel ARNm del la IL-1B por RT-PCR en las células HepG2
expuestasa 1,5 y10 uM de CdCl, con diferentes tiempos de incubacion. Cada
punto expresa el promedio + error estandar (n=3). *Diferencia significativa p<0.05

con respecto al control. (A) Representacién de los productos del RT-PCR. (B)

Representacion grafica.
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hora de tratamiento de 1.3 veces para 1 uM de CdCl,, 1.5 veces para 5 uM y 1.6
veces mas para 10 uM de CdClI, con respecto al control. Cabe mencionar de nuevo
que la maxima expresion de la IL-13 se encontré a la hora de incubacion y para las 3
y 6 h los niveles del ARNm tienden a disminuir en todos los tratamientos. En la figura
4, se muestra la expresion de la IL-6. Para la primera hora de tratamiento, se observa
un incremento ligero pero no significativo para todas las concentraciones del metal.
Sin embargo, para las 3 h de tratamiento, se presentd un incrementd significativo de
1.5 veces para 5 uM y de 1.6 veces mas para 10 uM de CdCl, con respecto al
control. Ademas la maxima expresion de la IL-6 se encontrd a las tres horas de
incubacion y para las 6 h de tratamiento los niveles del ARNm disminuyeron para
todas las concentraciones de CdCl,. Con respecto a la expresion de la IL-8, en la
figura 5 se puede observar un comportamiento muy similar al encontrado para la IL-
6. Se observa que para la primera hora de tratamiento, hay un incremento ligero pero
no significativo de la expresion de la IL-6 para todas las concentraciones del metal.
Sin embargo, para las 3 h de tratamiento, se presentd un incrementé significativo de
1.3 veces para 5 uM y de 1.4 veces mas para 10 uM de CdCl, con respecto al
control. Ademas la maxima expresion de la IL-8, se encontré a las tres horas de
incubacion y para las 6 h de tratamiento los niveles del ARNm disminuyeron para
todas las concentraciones de CdCl,. Como se observa, la expresion de la fo-
microglobulina es uniforme para todos los tratamientos, lo cual indica la integridad del
ARNm en las células. Con estos resultados se demuestra que la expresion para

cada interleucina debido al tratamiento con CdCl, es un proceso diferencial.
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Figura 4. Induccion del ARNm del laIL-6 por RT-PCR en las células HepG2
expuestasa 1,5 y10 uMde CdCI, condiferentes tiempos de incubacion. Cada
punto expresa el promedio * error estandar (n=3). *Diferencia significativa p<0.05

con respecto al control. (A) Representacién de los productos del RT-PCR. (B)

Representacion grafica.
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Figura 5. Inducciondel ARNm del la IL-8 por RT-PCR en las células HepG2
expuestasa 1,5 y10 uM de CdCl, con diferentes tiempos de incubacién. Cada
punto expresa el promedio * error estandar (n=3). *Diferencia significativa p<0.05

con respecto al control. (A) Representacion de los productos del RT-PCR. (B)

Representacion grafica.

41



4.6 EXPRESION DE LA IL-1p, LA IL-6 Y DE LA IL-8 POR EL TNF-o

Para estudiar el papel del TNF-a como mediador de sefializacién en la expresion de
las IL-1B, IL-6, IL-8 por el CdCly, las células HepG2, fueron pre-tratadas por 1 h con
10 ng/ml del anticuerpo anti-rhTNF-a seguido de 5 uM de CdCl, por 1 h para la IL-13
0 3 h para las IL-6 e IL-8, tiempos en los cuales se observo la maxima exposicion de
cada una de las citocinas. Se aislaron los ARNs de las células HepG2 y los ARNm de
cada interleucina se analizaron por RT-PCR utilizando la Bz-microglobulina como
proteina de normalizacién. Los resultados se muestran en la figura 6, en donde se
observa un incremento significativo en la expresion de las interleucina 1.4 veces para
la IL-1B, 1.6 veces para la IL-6 y 1.3 veces mas para la IL-8 en las células tratadas
con el CdCl; con respecto al control. El pre-tratamiento con el anti-rhTNF-a bloqued
significativamente la expresion de todas las interleucinas en las células tratadas con
el CdCl,. Con estos resultados se demuestra que el TNF-a participa en la expresion

de las IL-1B, IL-6, IL-8 en las céluas HepG2 tratadas con el CdCls.

4.7 EFECTO DEL CADMIO EN LA PRODUCCION DE LA HSP70

El efecto del cadmio en la produccion de la proteina de estrés Hsp70 en las células
HepG2 expuestas a 5 uM de CdCl; por diferentes tiempos se determind por Western
blot con un anticuerpo especifico para la proteina. Los resultados se muestran en la
figura 7 y son expresados como % del valor control. Se observa una produccién
dependiente del tiempo y significativa con respecto al control. Para las 3 h de

tratamiento, la proteina Hsp70 se incrementd en un 73%. Para las 4 h se incrementd
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Figura 6. Efecto del pretratamiento del anti-rhTNF-a (ATNF) en la inducciéon del
ARNmM de las citocinas IL-1B, IL-6 e IL-8 en las células HepG2 expuestas a 5 uM
de CdCl, por 163 h. Cada punto expresa el promedio + error estandar (n=3).
Diferencia significativa p<0.05 con respecto al control (*)o al CdCl, (#). (A)

Representacion de los productos del RT-PCR. (B) Representacién grafica.
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Figura 7. Induccion de la proteina HSP70 en las células HepG2 expuestas a 5 uM
de CdCI, por diferentes tiempos de incubacién determinado por Western blot.
Cada punto expresa el promedio * error estandar (n=3). *Diferencia significativa
p<0.05 con respecto al control. (A) Representacion del Western-Blot. (B)

Representacion grafica.
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146%. Para las 5 h se incrementé 154% y para las 6 h 217%. Estos resultados
demuestran una respuesta inmediata de las células HepG2 como resultado del

estrés oxidativo producido por la presencia del metal.

4.8 EFECTO DEL CADMIO EN LA ACTIVACION DEL NF-xB Y LA AP-1

El efecto del cadmio en la activacion de los factores de transcripcion NF-xB y la AP-1
se determinaron por el ensayo de EMSA o de retardo. Las células fueron tratadas
con 5 uM de CdCl; a diferentes tiempos de exposicidn. No se presentd la activacion
del factor nuclear «B en las células HepG2 tratadas con CdCl; (resultado no
mostrado). Los resultados obtenidos en el caso de la AP-1, se muestran en la figura
8. La activacion de este factor se encontr6 aumentada en funcion del tiempo de
exposicion. A la hora de tratamiento se observé un incremento de 2.1 veces mas
pero no fue estadisticamente diferente con respecto al control. A las 2 h se presentd
un incremento significativo de 9.5 veces con respecto al control y para las 3 h de
19.4 veces mas. A partir de las 4, 5 y 6 h se observd un incremento constante de 24
veces con respecto al control. Para el estudio de competencia, se trataron a las
células con 50 veces mas del oligonucleétido de AP-1 no marcado con respecto al
marcado con *?P (control negativo, CN). El ensayo de EMSA muestra la region

correspondiente al factor de transcripcion AP-1 por la competencia.
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Figura 8. Activacion de AP-1 en las células HepG2 expuestas a 5uM de CdCl,
por diferentes tiempos de incubacién determinado por EMSA. Control negativo
(CN). Cada punto expresa el promedio + error estandar (n=3). *Diferencia

significativa p<0.05 conrespecto al control. (A) Representacion del ensayo de
EMSA. (B) Representacién grafica.
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4.9 EFECTO DE LA CONCENTRACION DE CdCI, EN LA AP-1

Para determinar si la activacion del AP-1 estaba en funcidon de la concentracion de
CdCl,, las células fueron tratadas con 1, 3, 5, 10 y 20 uM de CdCl, por 4 h. La
proteina nuclear fue extraida y utilizada para la determinacion por EMSA. Los
resultados se muestran en la figura 9 y se observa un incremento significativo entre
21 y 22.7 veces mas para 1 a 10 uM de CdCl, con respecto al control. Estos
resultados muestran que la activacién de AP-1 es constante entre 1 y 10 uM del
metal y s6lo con 20 uM se presentd un mayor incremento y significativo de 30.3

veces mas con respecto al control.

4.10 EFECTO DEL TNF-a Y DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA AP-1

Para determinar la participacion del TNF-a y el estrés oxidativo en la activacion de
AP-1 por el CdCl,, las células fueron pre-tratadas por una hora con un anticuerpo
contra TNF-a, H202 o un antioxidante como el NAC. Los resultados se muestran en
la figura 10. Se observa un incremento significativo en la activacién de AP-1 de 22
veces con CdCl, y 14.5 veces mas con H,0O; respecto al control. El pre-tratamiento
con el anti-rhTNF-o disminuyd significativamente esta activacion del factor de
transcripcion en un 67%, mientras que con el NAC fue en un 47.5% con respecto a
las células tratadas con el CdCl,. Estos resultados muestran que tanto el TNF-a y el
estrés oxidativo participan de alguna manera en el mecanismo de sefalizacion para
la activacion del factor de transcripcion AP-1 en las células HepG2 tratadas con el

CdCly.
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Figura 9. Activacion de AP-1 en las células HepG2 expuestas a diferentes
Centracionesde CdCl, por4 hdeterminado por EMSA. Cada punto expresa el
promedio + error estandar (n=3). *Diferencia significativa p<0.05 con respecto

al control y con respecto a las otras concentraciones de CdCl,. (A) Representacion
del ensayo de EMSA. (B) Representacion grafica.
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Figura 10. Efecto del pretratamiento del anti-rhTNF-a (ATNF) y NAC en la
activacion de AP-1 en las células HepG2 expuestas 5 uM de CdCl, por 4 h
determinado por EMSA. Cada punto expresa el promedio + error estandar (n=3).
Diferencia significativa p<0.05 con especto al contro (*)o al CdCl, (#). (A)

Representacion del ensayo de EMSA. (B) Representacién grafica.
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DISCUSION

5.1 VIABILIDAD DE LAS CELULAS HepG2 EXPUESTAS A CdCl,

Los hepatocitos dafados con metales presentan una liberacion de enzimas
citosolicas y cambios estructurales tanto en la mitocondria como en el reticulo
endoplasmico (Bucio y col. 1995). EI mecanismo responsable de estas alteraciones
no se conoce exactamente y se le ha atribuido a la interferencia del metal con
enzimas antioxidantes (Casalino y col. 2002). También a la alteracién de los grupos
tioles de las proteinas, a la inhibicién del metabolismo energético, a la generaciéon de
ERO (Risso y col. 2001), a la lipoperoxidacién (Yang y col. 1997), a la alteracioén en
la estructura del ADN (Fatur y col. 2002), a la alteracion en la estructura-funcion de la
membrana y a la inducciéon de la expresién de genes de estrés (Wang y Templeton
1998). En el presente trabajo se investigd el efecto del CdCl, en la induccion de
citocinas consideradas como parametro de respuestas pro-inflamatorias, su relacion
con el factor de transcripcién AP-1 sensible a estrés oxidativo y la produccion de la
Hsp 70, utilizando una linea celular de hepatoblastoma humana (HepG2) altamente
diferenciada como modelo experimental (Kelly y Darlington 1989). Las células HepG2
fueron capaces de proliferar y crecer en medios de cultivo suplementados con
diferentes concentraciones de CdCl, (0.5-10 uM) presentando una viabilidad por
arriba del 90%. Estudios epidemiolégicos de CdCl, fundamentan que la dosis de este
metal que produce efectos sobre la salud es de 200 mg total, la cual podria

corresponder a las concentraciones submicromolares de cadmio presentes en los
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organos blanco (Klaassen 2001). Otros estudios utilizando células hepaticas de rata
(H4IIE) tratadas con 0.3 y 1.0 uM de CdCl, durante 6 h (Kim y col. 2003), células
PLC/PRF/5 (linea celular de hepatoblastoma humano) y células Chang (Shimoda y
col. 2001) y las mismas HepG2 en presencia de 30 uM de CdCl;, por 4 h (Majumder y
col. 2003), 1 uM por 6 h (Fatur y col. 2002) y de 5-40 uM por 3 o 6 h de incubacioén,
presentaron resultados similares a los nuestros, con una viabilidad por arriba del
90%. También en hepatocitos aislados de rata, no se encontraron cambios en la
viabilidad celular, cuando fueron tratados con 1 y 3 uM de CdCl, por 6 h de

incubacion (Kuester y col. 2002).

5.2 EFECTO DEL CADMIO EN LAS TBARS Y EN EL CONTENIDO DE GSH

Las principales fuentes de produccion de ERO en la célula son el metabolismo
oxidativo mitocondrial, el metabolismo de los fosfolipidos y protedlisis (Haddad 2002).
Los sistemas biolégicos tienen mecanismos de defensa antioxidantes tales como el
GSH, la catalasa, la superdxido dismutasa, la glutatiéon peroxidasa y la tioredoxina
reductasa. A pesar de ello, cualquier cambio en la célula que favorezca la produccion
de prooxidantes y disminuya la defensa antioxidante puede llevar al estrés oxidativo.
El cadmio produce estrés oxidativo (Shaikh y col. 1999) porque inhibe la actividad de
enzimas antioxidantes (Casalino y col. 2002) y disminuye las reservas de GSH (Gong
y Hart 1997). Aunque el cadmio no cataliza directamente la formacion de las ERO via
la reaccion de Fenton, si puede inducir la movilizacion de Fe de la mitocondria

probablemente por una competencia directa por el sitio de union con las proteinas de
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la cadena respiratoria y posteriormente causar estrés oxidativo y lipoperoxidacion
(Dorta y col. 2003). Nuestros resultados demostraron un incremento en la produccion
de TBARS desde la primer hora de tratamiento, mientras que el contenido de GSH
disminuy6 significativamente hasta las 6 h. Hay evidencias que sugieren que a las
ERO formadas en la célula oxidan al GSH (Kagan y col 2001).

La disminucion en el contenido de GSH puede potenciar la muerte celular por facilitar
la acumulacién de las ERO, debido a la reduccién de la actividad de la glutation
peroxidasa (Dickinson y Froman 2002) que es una enzima importante en la
destoxificacion de H,0,, hidroperdxidos lipidicos e hidroperéxidos organicos.
Ademas, hay evidencias de que el cadmio produce ROS en cultivos celulares y que
éstos pueden ser los responsables del efecto téxico (Bucio y col. 1995; Szuster-
Clesielska y col 2000). Sin embargo, el pre-tratamiento con NAC, un agente
antioxidante, en las células HepG2 seguidas con 5 uM de CdCl, durante 6 h,
incrementd la concentracion del GSH en un 286%, muy probablemente porque el
NAC esta siendo utilizado para la sintesis de GSH, ya que al NAC se le considera un
precursor en esta via de sintesis, ademas hay evidencias de que el cadmio induce la
transcripcion del gen de la enzima y-glutamil-cinteina sintetasa que es un paso

limitante en la sintesis del GSH (Hatcher y col. 1995).

5.3 EXPRESION DEL TNF-a, LA IL-18, LA IL-6 Y DE LA IL-8 POR EL CdCl,

La hepatotoxicidad producida por el cadmio esta relacionada con la respuesta

inflamatoria y a menudo esta acompafiada por la infiltracion de células inflamatorias
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principalemte neutroéfilos (Horiguchi y col. 2000), la expresion de numerosas citocinas
pro-inflamatorias y proteinas de fase aguda. Hay evidencias de que las células de
Kupffer, que son los macréfagos residentes del higado tratadas con cadmio (Yamano
y col. 2000; Harstad y Klaassen 2002) son las principales productoras de un numero
de moléculas citotéxicas. Entre estas estan las ERO, las especies de nitrégeno y
proteinas tales como el IL-1B, TNF-a que danan al hepatocito. Ademas, la habilidad
de estas células para remover varias substancias exdgenas y enddgenas es un
proceso fisiolégico importante (Arteel 2003), sin embargo, con un estimulo
inapropiado estas células pueden causar dafio a un tejido normal. Se sugiere que
otros tipos celulares tales como células endoteliales y epiteliales liberan IL-1p3, IL-6,
TNF-a y otros mediadores inflamatorios que amplifican la respuesta inflamatoria
(Haddad 2002). Sin embargo, la expresion de TNF-a y otras citocinas incluyendo a la
IL-1B, y a la IL-6 se ha observado en hepatocitos tratados con cadmio (Marth y col.
2000) y peroxido de hidrogeno (Dalton y col. 1999). En las células HepG2 se
demostro la expresion de las citocinas en presencia de CdCl,. Para la IL-18 y el TNF-
o, se encontrd la maxima expresion una hora después de la exposicion al metal,
mientras que para la IL-6 y la IL-8 fueron a las 3 h. Resultados similares, se
presentaron en células mononucleares humanas tratadas con cadmio, en donde se
muestra que el ARNm de la IL-1B y del TNF-a disminuyen en funcion del tiempo
(Marth y col. 2000). El grupo de Karlsson y col. (1998) reporta las cinéticas de tiempo
para la expresion de las citocinas, encontrando que para el TNF-a y la IL-1p estan

entre 1-3 h y para la IL-6 de 2-3 h. La IL-6 es considerada como una interleucina que
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contribuye al proceso inflamatorio (Yu y col. 2002) y es considerada como el
mediador principal de la respuesta de fase aguda en las células HepG2 (Karlsson y
col. 1998). Esta IL-6 se une a su receptor y activa la via de sefalizacion JAK1/STAT3
que juega un papel importante en la inflamacién y en la produccion de citocinas
(Hanada y Yoshima 2002). Sin embargo, también se le han dado propiedades
protectoras a la IL-6, como la habilidad para inhibir la produccion del TNF-a y de la
IL-1B. Asi como también incrementar los niveles del receptor antagonista IL-1p3, del
receptor soluble para el TNF-a (Xing y col. 1998) y en la sintesis de la proteina
metalotioneina que se induce durante la respuesta de fase aguda, bajo condiciones
de estrés oxidativo y en presencia de CdCl, en células HepG2 (Shimoda y col. 2001).
Esta proteina tiene una elevada afinidad por el cadmio y por lo tanto reduce las
concentraciones de cadmio libre en la célula (Klaassen y col. 1999). La IL-6 puede
activar a las células mononucleares para secretar la IL-8 que es una citocina
quimiotactica que tiene un papel importante en la infiltracion de neutrdfilos y en el
dafio hepatico por incrementar la produccién de las ERO. Esta quimocina contiene
en su region promotora un sitio de union para el NF-xB, el NF-IL6 y la AP-1 que
interaccionan cooperativamente para inducirla (Roebuck 1999). Asi mismo, se ha
demostrado que la expresion del gen de la IL-8 tanto por H,O, (Lakshminarayanan y
col. 1998) como por citocinas proinflamatorias como la IL-1p y el TNF-a puede ser un
proceso independiente del NF-kB y que soélo puede requerir de la AP-1 (Roebuck y
col. 1999; Wu y col. 2002) via la activacion de las MAPS. Resultados reportados por

Haddad (2002), indican un papel potencial para las citocinas en inducir la
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acumulacién intracelular de diferentes especies de oxigeno tales como O,*, *OH,
H>O, que son toxicos para la célula y que ejercen su efecto en la activacion de los

factores de transcripcion.

5.4 EXPRESION DE LA IL-1p, LA IL-6 Y DE LA IL-8 POR EL TNF-a.

Se le ha dado al TNF-a un papel importante como mediador en el dafo hepatico
(Bradham y col. 1998) porque induce el estrés oxidativo y produce las ERO que
estan implicados en la muerte celular (Liu y col. 2002). Kayama y col. (1995),
mencionan que la presencia de TNF-a e IL-1B en el higado es una respuesta
primaria ante la agresion y que son los primeros mediadores que estan involucrados
en la induccién de otras citocinas como la IL-6 y la IL-8. En las células HepG2, se
demostré que la induccion de los ARNm de las interleucinas 1B, 6 y 8 por el cadmio
es en parte via el TNF-a. El grupo de Dong (1998) demostré que las células HepG2
responden al TNF-a y que es por estrés oxdativo. EI mecanismo mediante el cual el
TNF-a actua no se conoce con exactitud, pero parece ser que estan involucradas las
ROS, tales como el anion superoxido (0,%), y el peréxido de hidrogeno (H20) que
son generados por este factor (Chandel y col. 2001). Las ERO dentro el higado
pueden ser originados de fuentes enddégenas como sub-producto de las células de
Kuffer activadas, de la actividad de enzimas oxidantes y de una alteracion en el
estado redox celular seguido de un dafio mitocondrial (Fernandez-Checa y col.
1997). Hay reportes que indican que la mitocondria es la principal fuente de las ERO

que median la sefalizacion TNF-a. Por ejemplo, el TNF-o altera la permeabilidad de
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la mitocondria con la liberacion del citocromo ¢ y subsecuentemente la activacion de
las caspasas llevando a la célula a la apoptosis (Chandel y col. 2001). EI TNF-a se
une a su receptor y se expresa la IL-6. Carter y col. (1997), menciona que la
expresion de la IL-6 e IL-8 pueden ser reguladas por eventos de sefializacion por un
incremento de la fosforilacidn de la protein tirosina. La regulacion de la expresion del
ARNm del TNF-a es mediada por la activacion de factores de transcripcion como la
AP-1y el NF-kB, por unirse a los elementos regulatorios en el promotor de los genes
de las citocinas (Pryhuber y col. 2003). Ademas la presencia de las ROS activan a

estos factores de transcripcion (Gius y col. 1999; Karin y col. 2001).

5.5 EFECTO DEL CADMIO EN LA PRODUCCION DE LA HSP70

Las células responden al estrés mediante la expresiéon de proteinas de choque
térmico (Hsps), particularmente la Hsp 70 que funciona como un chaperon molecular
que contribuye a la estabilizacion de las proteinas intracelulares (Hartl 1996). La
familia de las proteinas Hsp 70 es la mas estudiada y es inducida en respuesta a un
estimulo externo incluyendo al cadmio (Goering y col. 1993; Salminen y col. 1996).
En nuestro estudio, las células HepG2 tratadas con 5 uM de CdCl,, incrementaron la
proteina Hsp 70 de manera dependiente del tiempo de exposicidn, a partir de las 3 h.
El grupo de Tchounwou y col. 2001, también utilizaron las células HepG2 y
encontraron un incremento de cuatro veces en la induccion de la Hsp 70 con 5 pg/ml
de CdCl, durante 6h. En hepatocitos de rata tratadas con CdCl,, encontraron un

incremento en la induccion de la proteina Hsp 70 también a partir de las 3 h de

96



tratamiento (Kuester y col. 2002). Las Hsps sido asociadas con mecanismos de
citoproteccion contra una gran variedad de toxicos (Goering y col 1993), a través de
la interaccién proteina-proteina para preservar la conformacion de la proteina
dafada. Ademas se conoce que las Hsps se producen tempranamente después de
un dano hepatico (Dai y col. 1998). Por lo tanto la sintesis inmediata de estas Hsps
pueden contribuir a la habilidad del higado para reparar el dafo producido por el
cadmio. Se conoce que el CdCl, incrementa la expresion de la Hsp70 y el grupo de
Majumder (2003), reporta un incremento de cinco veces en el ARNm de la Hsp 70 en
las células HepG2 tratadas con 30 uM de CdCl, por 3 h. Sin embargo, no se conoce
exactamente como el CdCl, incrementa esta expresion pero existen evidencias de
que el CdCl; estimula la union del factor de transcripcién de choque al promotor de la

Hsp70 (Gordon y col. 1997).

5.6 EFECTO DEL CADMIO EN LA ACTIVACION DEL NFxB Y LA AP-1

Existen evidencias de que el cadmio puede estimular sefiales de traduccion dentro
de las células. Entre estas cascadas tenemos a las MAPS (ERK, p38 y c-Jun)
(Saydam y col. 2002), a los moduladores de la apoptosis como Bcl-2 (Ishido y col.
2002), a la caspasa-3 en células HepG2 (Shimoda y col. 2003) y a los factores de
transcripcion como el NF-kB y AP-1 que son sensibles al estrés oxidativo (Browie y
O’Neill 2000; Karin y Shaulian 2001). AP-1 es una proteina dimérica que tiene un
papel muy importante en la proliferacion, diferenciacion, apoptosis, inflamacion y

respuesta al estrés (Tacchini y col. 2002) y esta compuesta por el heterodimero
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Fos/Jun o el homodimero Jun/Jun derivados de los productos de los genes c-fos y c-
jun. Shukla y colaboradores (2000), demostraron que c-fos y c-jun, se activan
rapidamente en células alveolares tratadas con CdCl, dentro de los 15-30 min y que
este incremento en la activacién de AP-1 esta asociado a la proteina c-Jun pero no a
c-Fos. Ademas AP-1 permanece inactiva hasta que la subunidad c-Jun es fosforilada
en un residuo de serina especifico (Wisdom 1999). En este trabajo se demostré que
la activacion del factor de transcripcion AP-1 se incrementd nueve veces con 5 uM de
CdCl; a las 2 h de tratamiento en células HepG2 y en células alveolares fue de cuatro
veces con 10 uM de CdCl, (Shukla y col. 2000). Esto hace suponer que las células
hepaticas son mas sensibles al tratamiento con CdCl, que las células de pulmoén. El
grupo de Huang (2001), también reporta la activacién de AP-1 a partir de la 1.5 h con
un pico maximo a las 4 h. Se sabe que AP-1 regula muchos genes asociados con la
produccion de citocinas proinflamatorios (Pennypacker 1998). TNF-a, IL-1p, IL-6 e IL-
8 tienen sitios de unidn para los factores de transcripcion tales como NF-xB y AP-1
(Grandjean y col. 2002; Pryhuber y col. 2003). Por otro lado, se sabe que el NF-xB
tiene un papel muy importante en la regulacion de muchos genes involucrados en la
respuesta inflamatoria, en el crecimiento celular y en la apoptosis (Bours y col. 2000).
Sin embargo, este factor de transcripcion no se activd. Normalmente el NF-xB es
retenido en el citoplasma por una inhibidor (I-xB ) y en respuesta a una variedad de
estimulos, el complejo NF-kB/I-kB se disocia y el NF-kB libre migra al nucleo donde
se une al ADN. Respecto a esto hay evidencias de que la inhibicién en la activacion

de NF-«B por su represor |-kB disminuye la muerte celular por estrés oxidativo por un
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incremento en la expresion del gen de la I-kB en una linea celular hepatica (Jones y
col. 2000). Otro mecanismo inhibitorio del NF-xB, es con respecto a la Hsp70 ya que
se ha propuesto que esta interactua con I-xB, previniendo la subsecuente
degradacion o disociacion del NF-xB (Cuervo y col. 1998). En nuestras células
tratadas con CdCl, se demostré un incremento en la induccion de la proteina Hsp 70,
la cual podria estar regulando de manera negativa al factor NF-xB como mecanismo
de proteccion. Ademas se conoce que las ERO pueden incrementar o reprimir las
actividades bioldgicas de los factores de transcripcion de manera directa, a través de
modificaciones por oxidacién en los residuos de los grupos sulfhidrilos (cisteina o
metionina) o por otras sefales tales como las alteraciones en sus estados de
fosforilacién/desfosforilacion (Kim y col. 2000). La sensibilidad de los factores de
transcripcion a cambios en el estado redox es variable y depende en parte de la
conformacién y contenido de cisteina/metionina (Kim y col. 2000), ya que estos
residuos tienen un papel muy importante en la habilidad del factor para reconocer y

unirse al ADN y a la interaccion con otros factores de transcripcion (Gius y col. 1999).

5.7 EFECTO DEL TNF-a Y EL ESTRES OXIDATIVO EN LA AP-1

Se conoce que AP-1 es activado por el TNF-a (Garg y Aggarwal 2002) y que es
regulado por una serie de enzimas conocidas como las MAPS (Dong y col. 2002) que
son consideradas como intermediarios importantes en las vias de senalizacion en
muchos procesos patologicos incluyendo el crecimiento celular, la diferenciacion y la

apoptosis. JNK1 y JNK2 pertenecen a la familia de las MAPS vy fosforilan a c-Jun, el
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cual es un componente de AP-1 (Dong y col. 2002) y se sabe que estas cinasas son
activadas por el TNF-a (Garg y Aggarwal 2002; Hirano y col. 2003), por H20O>
(Chuang y col. 2000; Show y col. 2003) y por el cadmio (Son y col. 2001; Show y col.
2003). En nuestras células se demostréo que la activacién del factor AP-1 por el
cadmio es en parte via TNF-a, ya que el anticuerpo contra este factor de necrosis
disminuy6 significativamente la activacion de AP-1. Esto podria deberse, muy
probablemente a que el TNF-a active las vias de senalizacion de las MAPS, las
cuales regulan al AP-1. El TNF-o se une a su receptor de TNF, sucesivamente activa
a la proteina AP-1 y activa la expresion de la IL-6 y la IL.8. Esto hace suponer que el
incremento encontrado en la expresion de los ARNm de las IL-6 e IL-8 por el cadmio
es via TNF-a mediante la via de sefalizacion de la proteina AP-1. Ademas la
activacion prolongada de la proteina AP-1 puede ser responsable para mantener y
regular los ARNm de TNF-a, IL-1B, IL-6, IL-8. Las ERO regulan la expresion de una
gran variedad de genes involucrados en la respuesta inflamatoria y el estrés a través
de la activacion de factores de transcripcion como el NF-xB y la AP-1 (Karin y
Shaulian 2001). Los ERO puede mediar eventos de sefalizacion celular y su
participacion en la activacion de AP-1 fue evaluada. En este trabajo se demostré que
el cadmio puede activar el AP-1 mediante los radicales libres, ya que la activacion de
este factor disminuy6 por la presencia del antioxidante NAC (Wispriyono y col. 1998).
Esto podria deberse a que el NAC suprime la activacion de la enzima JNK que regula
a AP-1 (Shrivastava y Aggarwal 1999). Se considera al H,O, como un mediador

intracelular que esta involucrado en la regulacién de las vias de transduccion
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mediante la activacion de multiples cinasas y fosfatasas (Rojkind y col. 2002), asi
mismo, activa al AP-1 (Tacchini y col. 2002). En nuestras células tratadas con
peréxido de hidrégeno la activacion de AP-1 se incremento 14 veces, sin embargo el
mecanismo mediante el cual actua no se conoce con exactitud, pero parece ser que
es a través de la activacion de las JNK1 y JNK2 que regulan al AP-1 (Show y col.
2003) o por el TNF-a, ya que se sabe que el estrés oxidativo formado por el perdxido
en hepatocitos produce y secreta este factor de necrosis (Horbach y col. 1997).
También parece estar involucrada la proteina cinasa C y eventos dependientes de
fosforilacion. Ademas se sabe que el H,O, mediante la reaccion de Fenton y metales
como el fierro (Fe?*), se convierte en un radical muy potente que es el hidroxilo, el
cual genera estrés oxidativo en la célula activando al factor sensible al estrés. Esto
sugiere que la activacion de este factor es mediado por las ERO en respuesta a un

estimulo especifico.
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CONCLUSION

Los resultados obtenidos en la presente tesis indican que el cadmio induce estrés
oxidativo en las células HepG2 (figura 11). Hay evidencia de que las ERO son
formadas en presencia del cadmio y que estas pueden ser las responsables de los
efectos téxicos del metal. Asi mismo se sabe que el cadmio disminuye la actividad de
enzimas antioxidantes como la SOD, la catalasa y la GSH peroxidasa que controlan
la concentracion de las ERO formadas de tal manera que se genera un estrés
oxidativo. Como consecuencia de este estrés se incrementaron los niveles de
TBARS y se disminuyé el contenido de GSH considerado también como un
mecanismo de defensa contra en dafio oxidativo de las ERO. EI cadmio incremento
los ARNm de la IL-1B y del TNF-a. de manera temprana y generé la activacion del
factor de transcripcion AP-1 que muy probablemente participe en la induccion de la
IL-8 y de la IL-6. La IL-6 es considerada como una proteina de fase aguda y tiene un
papel muy importante en la produccién de la MT que se une al cadmio para disminuir
la concentracion intracelular del metal y el dafio oxidativo. El cadmio incrementé la
producciéon de la Hsp70 que controla el dafo oxidativo por interaccionar con las ERO
y regula la activacion de AP-1 por dos vias: por activar a la enzima JNK que fosforila
la subunidad Jun de la AP-1 para activarlo y por controlar la induccion y la secrecién
de las citocinas inflamatorias especialmente el TNF-a que se sabe que activa a la
AP-1. Por otro, lado la Hsp70 regula de manera negativa al factor de transcripcion
NF-kB por inhibir la fosforilacion del kB que es un inhibidor que mantiene al NF-xB

en el citosol. Todo esto parece indicar que hay varios factores implicados en la
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activacion de la AP-1 inducido por el cadmio. Seria interesante continuar con
estudios moleculares para poder conocer de que manera el cadmio activa las vias de
sefalizacion que regulan a la AP-1 para poder comprender mas el mecanismo de la

hepatotoxicidad.
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