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Resumen 

El Cadmio (Cd) es un metal contaminante que ha sido asociado con el desarrollo de 

diversas enfermedades entre las que se encuentran hipertensión, cáncer, insuficiencia renal 

y preeclampsia (PE). La preeclampsia es un desorden multisistémico caracterizado por 

elevación de la presión arterial de aparición reciente, daño endotelial y multiorgánico en 

mujeres embarazadas. Asimismo, la PE se ha asociado con inflamación crónica 

caracterizada por un incremento en la síntesis de interleucina (IL)-6 a partir del trofoblasto 

placentario. Cabe mencionar que la IL-6 es una citocina que contribuye al daño endotelial 

materno y a la aparición de diversos signos y síntomas relacionados con la PE. Por otra 

parte, se ha demostrado que el Cd induce la producción de IL-6 en distintos tipos celulares 

mediante la formación de especies reactivas de oxígeno (EROs) y la activación de 

diferentes vías de señalización. Por esta razón, el presente estudio se enfocó en investigar 

el efecto del Cd en la producción de IL-6 así como los mecanismos de señalización 

involucrados en cultivos de trofoblastos. Para esto se utilizó la línea celular de 

coriocarcinoma JEG-3, la cual fue expuesta a cloruro de cadmio (CdCl2) en presencia o 

ausencia de inhibidores de proteín-cinasas activadas por mitógenos (MAPKs) o N-acetil-

cisteína (NAC) durante 24 horas. La producción de IL-6 se cuantificó mediante ELISA, 

mientras la activación de ERK1/2, JNK y c-Jun fue determinada por Western blot. Los 

resultados mostraron que la exposición de células JEG-3 a Cd induce la producción de IL-

6 e incrementa la fosforilación de ERK1/2, JNK y c-Jun. Por otra parte, la co-exposición con 

inhibidores o NAC demostró que únicamente existe una disminución de IL-6 en presencia 

del inhibidor de ERK1/2 y NAC. Por esta razón, podemos concluir que la producción de IL-

6 inducida por cadmio depende de la formación de EROs y de la activación de la vía de 

ERK1/2. 
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Abstract 

Exposure to cadmium, which is a ubiquitous environmental pollutant, has been 

associated to hypertension, renal disease, cancer, and preeclampsia (PE). PE is a 

multisystemic disorder characterized by new-onset hypertension, endothelial dysfunction 

and end-organ dysfunction. Elevated interleukin (IL)-6 expression in pregnant woman is 

linked to PE and has been suggested to contribute to maternal endothelial dysfunction. 

Cadmium induces IL-6 production in various cell types through oxygen reactive species 

(ROS) and different signaling pathways activation. Thus, this study was to investigate the 

effect of cadmium on IL-6 production and the underlying mechanisms in a trophoblast-

derived cell line. Cultured JEG-3 trophoblast cells were exposed to non-toxic concentrations 

of CdCl2 in the presence or absence of various mitogen-activated protein kinases (MAPKs) 

inhibitors or N-Acetyl-L-cysteine (NAC) for 24h. IL-6 production was measured by ELISA. 

Phosphorylated and total ERK1/2, JNK, and c-Jun were assessed by Western blotting. 

Cadmium exposure induced IL-6 production and increased ERK1/2, JNK and c-Jun 

phosphorylation in JEG-3 cells. NAC and inhibition of ERK1/2 significantly reduced Cd-

induced IL-6 production. These data indicate that cadmium induces IL-6 production in 

trophoblast cells through a ROS-dependent activation of ERK1/2. 
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Introducción 

La preeclampsia es una enfermedad hipertensiva específica del embarazo que tiene 

una afectación multisistémica. Por lo general ocurre después de la semana 20 de gestación 

y es la forma más común de presión elevada que complica el embarazo. Este síndrome 

obstétrico se caracteriza por la aparición reciente de hipertensión y proteinuria o bien 

hipertensión y disfunción orgánica. Tradicionalmente se ha considerado que esta patología 

se desarrolla en dos etapas. La primera consiste en la remodelación defectuosa de las 

arterias espirales por parte del trofoblasto provocando una isquemia placentaria, que a su 

vez ocasiona el desarrollo de la segunda etapa que incluye producción de especies 

reactivas de oxígeno, citocinas proinflamatorias y factores anti-angiogénicos, que en 

conjunto, conducen a las manifestaciones clínicas y complicaciones de la preeclampsia. Sin 

embargo, recientemente se ha propuesto que la preeclampsia pudiera ser consecuencia de 

la pérdida en el control de los mecanismos endógenos encargados de regular el estrés 

oxidativo, la inflamación y la activación endotelial; o bien la sobreactivación de estos 

procesos. El proceso inflamatorio inducido por la liberación de citocinas como interleucina 

(IL-) 1β, TNF-α e IL-6 a partir del trofoblasto y células inmunológicas, participa de manera 

importante en el desarrollo de este síndrome obstétrico. En este sentido, factores 

ambientales como infecciones o exposición a compuestos tóxicos son inductores 

potenciales de esta patología. A este respecto, estudios epidemiológicos y toxicológicos 

han establecido la asociación entre preeclampsia y exposición al cadmio. Los mecanismos 

moleculares de acción tóxica de este metal pesado que pudieran inducir esta complicación 

obstétrica aún permanecen poco entendidos. Por lo tanto, en la presente tesis doctoral se 

estudia la regulación de la expresión de interleucina 6 por el cadmio en una línea celular 

derivada de placenta.
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Preeclampsia 

La preeclampsia (PE) es un desorden sistémico hipertensivo de progresión rápida 

que aparece después de la semana 20 de gestación en mujeres previamente normotensas. 

Ésta es la complicación más común durante el embarazo y que sin tratamiento puede 

evolucionar a eclampsia1. 

La PE se considera la principal causa de mortalidad materna, así como de 

morbilidad2,3 en el feto con complicaciones como nacimiento pre-término, muerte perinatal, 

hipoxia/lesión neurológica, restricción del crecimiento intrauterino y a largo plazo morbilidad 

cardiovascular asociada a bajo peso al nacimiento; en la madre se asocia con 

desprendimiento placentario, edema pulmonar y a largo plazo con enfermedades 

cardiovasculares4. La incidencia de PE a nivel mundial es de entre 3 al 7% de los 

embarazos3. Esta incidencia es un promedio mundial por lo que puede variar en las diversas 

poblaciones; por ejemplo, en México el Observatorio de Muerte Materna reporta que la 

incidencia es de hasta un 10% y es la segunda causa de muerte materna5,6. Por otra parte, 

se debe considerar que la morbilidad y la mortalidad se incrementa cuando la PE se 

presenta antes de la semana 34 de gestación (inicio temprano), ya que es más severa que 

cuando se manifiesta después de esta semana (inicio tardío)7. 

Cuadro clínico 

La PE se caracteriza por la aparición reciente de una presión sistólica elevada a más 

de 140 mmHg o una presión diastólica superior a 90 mmHg, al menos en dos ocasiones 

durante un período de 4 horas, en mujeres, previamente normotensas, después de la 

semana 20 de gestación7,8. Este incremento en la presión, generalmente se acompaña de 

proteinuria superior a 300 mg/24 horas, aunque en 2013 este signo fue removido por el 

Colegio Americano de Ginecología y Obstetricia (ACOG) como un criterio de diagnóstico, 

ya que considera que la aparición de hipertensión y algún signo relacionado con una 
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disfunción orgánica tales como dolor de cabeza persistente o severo, anormalidades 

visuales, alteración del estatus mental o disnea son suficientes para el diagnóstico de PE7. 

Con respecto a la gravedad de los signos y síntomas que presenta la paciente, la 

PE se clasifica como moderada si la presión arterial es mayor de 140/90 mmHg y la 

proteinuria mayor de 300 mg/día; y se considera PE severa cuando la hipertensión supera 

los 160/110 mmHg y la proteinuria se encuentra por encima de los 5 g de proteína en orina 

por día7,9. En caso de que exista ausencia de proteinuria, la PE severa se diagnóstica 

cuando además de hipertensión se presentan síntomas neurológicos como 

convulsiones4,10. Otros signos y síntomas que pueden estar asociados a la PE severa son 

problemas visuales (fotopsia y/o escomata), dolor de cabeza incapacitante, edema 

pulmonar, cianosis, dolor epigástrico, trombocitopenia, insuficiencia renal progresiva 

(creatinina sérica menor a 1.1 mg/dL) y disfunción hepática7,11. Si además de estos signos 

y síntomas se presentan alteraciones hematológicas y disfunción hepática, a esta nueva 

entidad clínica se le conoce como síndrome de HELLP (H hemolisis; EL enzimas hepáticas 

elevadas; LP bajo recuento plaquetario), la cual se caracteriza por trombocitopenia 

moderada a severa con un número plaquetario de 100,000 células/µL o menos, disfunción 

hepática con AST mayor de 70 UI/L y hemolisis con LDH superior a 600 UI/L o bilirrubinas 

con valores mayores a 1.2 mg/dL. Este síndrome se divide en 3 clases que dependen del 

conteo plaquetario12; la clase I se caracteriza por un conteo plaquetario menor o igual a 

50,000 células/µL, AST o ALT mayor a 70 UI/L y LDH superior a 600 UI/L; la clase II tiene 

un conteo plaquetario entre 50,000 y 100,000 células/µL, AST o ALT superior a 70 UI/L y 

LDH mayor a 600 UI/L y la tercera clase presenta un conteo plaquetario de 100,000 a 

150,000 células/µL, AST o ALT superior a 40 UI/L y LDH mayor a 600 UI/L12. 

La eclampsia es considerada como el estado más grave de la enfermedad 

hipertensiva durante el embarazo, ya que presenta como principal signo la presencia de 
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convulsiones durante la gestación o bien en el postparto y cuya aparición no pueda ser 

atribuida a otra causa13,14.  

Factores de riesgo 

Aunque se desconoce la causa que podría originar alguna de las enfermedades 

hipertensivas, en especial la PE, se han descrito algunos factores de riesgo que 

predisponen a una mujer a desarrollarla. Estos factores de riesgo incluyen: 

 

• Historia personal previa de PE, con un riesgo relativo de 5.5 a 8.8, en vista de que ya 

existe cierto daño sistémico que predispone a su desarrollo. 

• Antecedente familiar de enfermedades cardiovasculares, el cual presenta un riesgo 

relativo de 1.4 a 7.7, sobre todo debido a la probabilidad de desarrollar hipertensión 

debido a las condiciones de estrés durante el embarazo. 

• Historia familiar de preeclampsia, la cual tienen un riesgo relativo de 1.8 a 3.6, debido 

a que representa el factor genético implicado en el desarrollo de esta patología. 

• Síndrome de anticuerpos antifosfolípidos, es el factor de riesgo con uno de los mayores 

riesgos relativos que varían de 4.3 a 21.7 a causa de que este síndrome ocasiona daño 

endotelial y presenta frecuentes trombosis. También se considera que la PE es un 

reflejo del padecimiento del síndrome por lo que en algunos casos se utiliza a la PE 

como criterio de sospecha. 

• Enfermedad renal, presenta un riesgo relativo de 2.2 a 28.2 como factor de riesgo para 

desarrollar PE, ya que implica una desregulación en el sistema de homeostasis del 

volumen sanguíneo. 

• Lupus eritematoso sistémico, es una enfermedad autoinmune que incrementa el riesgo 

relativo entre 2 y 16.2, principalmente debido a que las pacientes con lupus presentan 

daño renal lo que predispone al desarrollo de hipertensión y otros signos de PE. 
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• Nuliparidad, representa un riesgo relativo de entre 2.8 y 10.3, además este factor se 

presenta en aproximadamente el 30% de las mujeres con preeclampsia. 

• Hipertensión crónica, este padecimiento incrementa el riesgo relativo de 3.4 a 4.3, ya 

que a priori existe una disfunción endotelial. 

• Diabetes mellitus, representa un riesgo relativo de 2.5 a 5 ya que es un desorden 

metabólico que provoca un daño sistémico e incrementa el estrés oxidativo corporal 

que predispone al desarrollo de PE. 

• Obesidad, es un factor de riesgo para el desarrollo de diversas patologías y en el caso 

específico de la PE representa un riesgo relativo de 1.8 a 3.6 cuando se considera un 

índice de masa corporal superior a 30. 

• Edad materna avanzada (mayor de 40 años), presenta un riesgo relativo de 1.23 a 2.29 

en mujeres nulíparas y de 1.34 a 2.87 en mujeres multíparas3,15.  

 

A pesar de que estos factores de riesgo han sido determinados mediante análisis 

sistemáticos realizados por diferentes grupos de investigación que coinciden en los valores 

de riesgo relativo, es importante aclarar que es posible que varíen  dependiendo del origen 

de las pacientes, como se ha observado en mujeres africanas que el simple hecho del lugar 

de nacimiento tienen un riesgo relativo aumentado3,15,16. 

Asimismo, existen otros factores de riesgo que se han asociado con la severidad de 

esta complicación obstétrica; por ejemplo la PE de inicio temprano se relaciona con 

preeclampsia en gestación previa, primera gestación, raza negra y el uso de inductores de 

la ovulación; mientras que la PE de inicio tardío se asocia con historia familiar de 

preeclampsia, edad materna menor de 20 años o mayor de 40 años, obesidad, infecciones 

maternas, mayor ganancia de peso durante la gestación, anemia materna, diabetes 

gestacional, y tabaquismo4,17,18. 
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Etiología 

Desafortunadamente hoy en día aún se desconoce el origen de la PE; sin embargo, 

existe un consenso de que su origen es placentario, ya que después del alumbramiento, la 

sintomatología y los signos de esta patología desaparecen19. Asimismo, se ha demostrado 

de que esta complicación obstétrica se asocia con una implantación inadecuada y una falta 

de remodelación de las arterias espirales uterinas (AEU), que posteriormente se 

manifiestan con los signos y síntomas característicos tales como hipertensión, proteinuria 

y daño multiorgánico. Estas observaciones han permitido proponer un modelo de dos 

etapas para tratar de explicar el desarrollo de la PE20 (Figura 1).  

 

Figura 1. Etapas del desarrollo de la PE. Existen diferentes factores que pueden contribuir al desarrollo de ambas etapas. 
Recientemente se ha propuesto que la segunda etapa puede ocurrir como consecuencia de la falta de regulacion de los 
mecanismos de la primera etapa independientemente de la implantacion inadecuada o la falta de remodelacion de las 

arterias uterinas. 
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Primera etapa 

Esta primera etapa ocurre durante las primeras 20 semanas de gestación y se 

caracteriza por una invasión trofoblástica deficiente y una remodelación inadecuada de las 

AEU, lo que ocasiona que el sistema vascular placentario permanezca con alta resistencia 

en lugar de transformarse a uno de baja resistencia para el flujo sanguíneo. Finalmente, 

estos eventos se traducen en isquemia placentaria que a su vez desencadena hipoxia y 

daño placentario8,20 . 

Para comprender los cambios patológicos que ocurren durante esta etapa de la PE, 

es necesario entender como suceden los procesos fisiológicos normales que a continuación 

se abordarán. 

Implantación normal 

 La placenta es un órgano transitorio sumamente complejo que realiza diversas 

funciones tales como producción de hormonas relacionadas con el embarazo, protección, 

síntesis de factores de crecimiento, intercambio de gases, nutrientes y desechos, entre 

muchas otras actividades21. La placenta está formada por diversos tipos celulares de los 

cuales el trofoblasto es el principal debido a que conforma su estructura y cumple con las 

diversas funciones a lo largo del desarrollo fetal. Del trofoblasto se conocen al menos 5 

tipos celulares: el citotrofoblasto, el sinciciotrofoblasto, el trofoblasto gigante, trofoblasto 

invasivo y el trofoblasto endovascular21.  

Durante la placentación, el citotrofoblasto invade el endometrio decidualizado, 

donde se fusiona para formar el sinciciotrofoblasto que se encarga de cubrir a las 

vellosidades flotantes que finalmente son rodeadas por la sangre materna. Posteriormente, 

el citotrofoblasto prolifera para formar las vellosidades anclantes, de las cuales se 

desprende el trofoblasto invasivo que continúa migrando hasta llegar el tercio interno del 

miometrio donde se encuentran las AEU. Durante este proceso existe una gran cantidad de 
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infiltrado leucocitario, principalmente formado por células asesinas naturales uterinas (uNK) 

y neutrófilos que se acumulan densamente alrededor del trofoblasto invasivo para estimular 

la invasión, mediante la secreción de metaloproteasas (MMPs) y reducción de la 

apoptosis4,22. Para controlar la respuesta inmune debido a este contacto con las células 

maternas, el sinciciotrofoblasto no produce ni exhibe en su membrana moléculas del HLA, 

mientras que el trofoblasto invasivo presenta variantes no clásicas como el HLA-G y HLA-

E que protegen al trofoblasto del efecto citotóxico de las uNK, pero al mismo tiempo activa 

a las uNKs para mediar los principales cambios vasculares22,23. 

Una vez que el trofoblasto invasivo llega hasta las AEU en el miometrio, secreta 

citocinas que en las células musculares que recubren las AEU, inducen la secreción de 

MMPs y activan apoptosis24. Estas células musculares que recubren las AEU son 

reemplazadas por una matriz fibroide, que junto con las MMPs ocasionan una pérdida 

gradual de la estructura músculo-elástica de las arterias, y el desprendimiento de las células 

endoteliales que finalmente entran en proceso de apoptosis, lo que permite que el 

trofoblasto endovascular las reemplace y remodele las AEU24–26. Esta remodelación origina 

que los vasos sanguíneos de bajo calibre y alta resistencia se transformen en vasos de 

mayor calibre y con una mayor capacidad para proveer el flujo sanguíneo adecuado para 

la perfusión de nutrientes según los requerimientos de la placenta y del feto27 (Figura 2). 

Invasión y remodelación deficiente 

La placentación inadecuada, específicamente durante la invasión trofoblástica y 

remodelación de las AEU, ocasiona que se establezcan las condiciones necesarias para 

favorecer el desarrollo de la PE21,27, ya que se ha observado en mujeres con esta patología, 

que no existe una diferenciación adecuada del citotrofoblasto hacia trofoblasto invasivo, 

evidenciada por una disminución de la expresión de los marcadores como integrinas avb3, 

cadherina-VE y la proteína 1 de adhesión celular vascular (VCAM-1). Además, disminuye 
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la secreción de MMPs, lo que impide la correcta degradación de la matriz extracelular, la 

motilidad y la adhesión del trofoblasto21,28. Esta invasión deficiente ocasiona que los 

trofoblastos invasivos se alojen en la decidua sin poder llegar hasta las AEU, por lo que es 

necesaria su eliminación principalmente mediante procesos apoptóticos; sin embargo, en 

algunos casos ocurre necrosis trofoblástica que incrementa factores inflamatorios en la 

decidua21. Lo anterior ocasiona que las AEU no puedan ser remodeladas debido a que la 

cantidad de células que exhiben los marcadores correspondientes al trofoblasto 

endovascular como integrina avb3, integrina a1b1 o VCAM-1, no sean suficientes para rodear 

totalmente a estos vasos sanguíneos. Además, la deficiencia en la expresión de MMPs no 

permite la desorganización del endotelio materno por lo que las AEU mantienen su 

recubrimiento muscular y pared endotelial, por lo que también conservan su función con un 

bajo flujo y alta resistencia21,28 (Figura 2). Esta implantación inadecuada ocasiona una 

disminución en la presión parcial de oxigeno que llega a la placenta, provocando tanto 

hipoxia como isquemia placentaria, por lo que en respuesta el trofoblasto secreta factores 

angiogénicos y proinflamatorios que dan inicio a la segunda etapa. 
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Figura 2. Remodelación de las arterias espirales uterinas. En la parte superior se observa el esquema de 
remodelación las arterias espirales uterinas durante un embarazo normal. En la parte inferior se 
esquematiza la falta de remodelación de las arterias espirales uterinas durante la PE y todos los cambios 
en los tipos celulares presentes. 

 
Segunda etapa 

El hecho de que exista una placentación anormal no garantiza el desarrollo de PE 

ya que se ha observado que casi la mitad de las mujeres que presentan deficiencia en la 

remodelación de las AEU no desarrollan la enfermedad. Por lo que se ha propuesto que 

existen otros factores, principalmente maternos como obesidad, diabetes, genética, dieta, 

etc., que predisponen a ciertas mujeres a evolucionar a la segunda etapa caracterizada por 

la aparición de los signos y síntomas propios de la PE20,29,30. 
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La segunda etapa de la PE inicia como respuesta del trofoblasto a la placentación 

inadecuada y por lo tanto a la hipoxia e isquemia que se desarrolla en la placenta. Los 

primeros eventos incluyen estrés oxidativo y la producción de factores proinflamatorios y 

angiogenicos, lo que ocasiona disfunción endotelial e inflamación sistémica que culminan 

con la aparición de los signos y síntomas característicos de esta patología. 

Estrés oxidativo 

Durante la placentación se producen cantidades adecuadas de especies reactivas 

de oxígeno (EROs) para la replicación, proliferación y mantenimiento de la placenta durante 

todo el embarazo31. Sin embargo, el flujo intermitente de la sangre arterial que ocasiona 

episodios repetidos de hipoxia y reperfusión placentaria durante la PE, favorece un 

desequilibrio entre la producción de estas sustancias y los mecanismos antioxidantes de 

las diversas células placentarias, lo que ocasiona un estado de estrés oxidativo8.  

Los mecanismos por los cuales la reducción de la perfusión estimula la secreción 

de EROs son diversos e incluyen la activación de monocitos y neutrófilos que circulan por 

el espacio intervelloso20, o bien la respuesta del trofoblasto a la hipoxia intermitente8. 

Existen varias vías por las cuales el trofoblasto produce una cantidad mayor de EROs, en 

primer lugar debemos considerar que los períodos de hipoxia seguidos por reperfusión 

incrementan la producción del anión superóxido (O2
•-) mediante la activación de tres 

complejos enzimáticos como son la xantina oxidasa, nicotinamida adenina dinucleótido 

fosfato oxidasa (NADPH)  y la cadena respiratoria de la mitocondria. Asimismo, la actividad 

de la enzima óxido nítrico sintetasa (NOS) aumenta, generando óxido nítrico (NO), el cual 

reacciona con el anión superóxido para producir peroxinitrito (ONOO-)8,31. En segundo 

lugar, la hipoxia e isquemia placentaria ocasionan la disminución de la actividad 

antioxidante en el trofoblasto, reduciendo la actividad de la superóxido dismutasa, la 

catalasa y la glutatión peroxidasa. Esta disminución ocasiona que el exceso de O2
•- no 
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pueda ser convertido en peróxido de hidrógeno (H2O2) y oxigeno (O2), ocasionando que los 

niveles de EROs permanezcan elevados28,31. 

Niveles elevados de EROs en el trofoblasto inducen la lipoperoxidación, daño al 

ADN, modificación de proteínas, activación de metaloproteasas y liberación de citocinas 

proinflamatorias (TNF-a, IL-6, IL-10, entre otras), factores antiangiogénicos (sFlt-1, 

Endotelina-1, AA-AT1, etc) y otras moléculas que ocasionan el daño endotelial materno20.  

Disfunción endotelial 

Durante la PE uno de los principales mecanismos involucrados en la disfunción 

endotelial es el incremento de la liberación del factor soluble tirosina cinasa 1 tipo Fms (sFlt-

1) y la disminución de los factores de crecimiento placentario (PlGF) y de crecimiento 

endotelial vascular (VEGF) debido a la hipoxia placentaria32. El sFlt-1, también conocido 

como el receptor soluble tipo 1 de VEGF (sVEGFR-1), es un factor antiangiogénico 

endógeno que se une al VEGF disponible, evitando que se una al VEGFR-1 en las células 

y active la formación de nuevos vasos sanguíneos y el mantenimiento adecuado del 

endotelio. De manera interesante, experimentos en cultivos celulares de trofoblasto 

demostraron que la sobreexpresión de s-Flt-1 también provoca una reducción en la síntesis 

de VEGF y PlGF28,31, lo que ha sido corroborado en trofoblastos provenientes de mujeres 

con preeclampsia28. Además, el sFlt-1 es capaz de unir al PIGF que es un factor de 

crecimiento de la familia de VEGF identificado principalmente en la placenta, lo que 

ocasiona que no solamente afecte su síntesis sino que además lo secuestra e impide su 

actividad biológica33. 

Los efectos descritos del sFlt-1 explican, al menos en parte, los signos y síntomas 

observados durante la preeclampsia, ya que la disminución e inhibición del VEGF y del 

PlGF a nivel sistémico provoca un aumento en la permeabilidad del endotelio que ocasiona 

edemas y proteinuria34. Por otra parte, el secuestro del VEGF y PlGF por el sFlt-1 evita que 
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se unan a los receptores endoteliales de superficie, y de esta manera provoca 

vasoconstricción y aumento en la liberación de factores procoagulantes34. Finalmente, la 

deficiencia de VEGF o su acción en el riñón ocasiona edema de las células endoteliales, 

colapso capilar, filtración glomerular alterada y proteinuria34.  

Otros factores antiangiogenicos relevantes durante la PE son los autoanticuerpos 

contra el receptor tipo 1 de angiotensina (AT1-AA), debido a que sus altas concentraciones 

en mujeres con preeclampsia se asocian con el aumento de la secreción y activación de 

endotelina35 y la generación de EROS en las células endoteliales36. Asimismo, estos 

autoanticuerpos inducen el incremento de la secreción de sFlt-1 mediada por TNF-a en 

placenta8. Otro efecto importante de estos anticuerpos es inducir vasoconstricción por 

efecto directo sobre los receptores AT1 de las células de musculo liso vascular, ya que 

actúa como agonista de la angiotensina II. También se ha observado que son capaces de 

estimular la secreción del PAI-1, el cual se asocia a la invasión deficiente del trofoblasto y 

por lo tanto a la disminución de la función placentaria37. La estimulación de los receptores 

AT1 por los AT1-AA no es el único mecanismo por el cual la angiotensina II se ha 

relacionado con la preeclampsia, ya que se ha observado que estos receptores pueden 

dimerizarse con el receptor de bradicinina B2 y activarse de manera constitutiva durante 

esta complicación obstétrica38. 

Finalmente, podría pensarse que la producción incrementada de NO, que es un 

vasodilatador, sería benéfica para el endotelio ya que promueve el mantenimiento del tono 

y en consecuencia la dilatación de las AEU; sin embargo, esto no ocurre así debido a que 

la mayor parte es utilizado para la generación de EROs31. Entre las especies oxidantes 

derivadas del NO, la más importante es el ONOO–, el cual reacciona preferentemente con 

los residuos de tirosina de las proteínas, produce un daño al ADN y alteraciones 

estructurales en lípidos lo que ocasiona en parte el daño endotelial detectado en pacientes 

con PE. Además, uno de los principales blancos del ONOO– es la vía de señalización de 
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proteína cinasa activada por mitógeno p38 (p38 MAPK) que al activarse promueve la 

liberación de citocinas proinflamatorias31. 

Inflamación sistémica 

Otra de las manifestaciones que se observan durante la segunda etapa del 

desarrollo de la PE es una inflamación sistémica, ocasionada por la desregulación en la 

expresión de citocinas proinflamatorias inducida por el estrés oxidativo, tanto de las células 

inmunes como del trofoblasto39. Las citocinas que se elevan durante esta complicación 

obstétrica incluyen entre otras a la interleucina (IL)-6, IL-8, factor de crecimiento 

transformante (TGF)-a y factor de necrosis tumoral (TNF)-α40, que son producidos tanto por 

células maternas como los macrófagos deciduales, células NK y células estromales de la 

decidua, así como de manera importante, por el mismo trofoblasto41. El incremento de estas 

moléculas, asi como de endotelinas, tromboxanos, quimiosinas, decorinas y factores de 

crecimiento producidas por estas misma células, contribuye tanto a la invasión deficiente 

del trofoblasto como a la disfunción endotelial observada durante la PE34,42. 

De todas estas moléculas que se encuentran elevadas durante la PE, resaltan de 

manera importante la IL-8, TNF-α, IL-1β e IL-6 debido a que han sido utilizadas como 

biomarcadores. Por ejemplo, las concentraciones de IL-8 en sangre de pacientes con PE 

severa son significativamente mayores al compararse con los niveles en sangre de 

pacientes con PE moderada o mujeres embarazadas normotensas43,44. El incremento de 

esta citocina se asocia con aumento de la activación de neutrófilos y disminución de 

prostaciclinas, lo que a su vez incrementa el estrés oxidativo en las células endoteliales45. 

Por su parte, el TNF-a ha sido ampliamente estudiado en PE, ya que a pesar de no 

encontrarse diferencia en su concentración en la placenta de pacientes con PE al 

compararse con aquellas normotensas, si se ha demostrado una diferencia significativa en 

los niveles séricos46. Los efectos producidos por esta citocina son diversos y dependen del 
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tipo celular, por ejemplo en el trofoblasto se ha observado que inhibe la proliferación, 

movilidad e invasividad, mientras que aumenta la muerte celular por necrosis45 o 

apoptosis47. Los mecanismos utilizados por el TNF-a en estas células incluyen aumento de 

la expresión del inhibidor del activador de plasminógeno (PAI)-1, la MMP-9 y el activador 

del plasminógeno urocinasa (UPA)48. En el endotelio, el TNF-a favorece la coagulación, 

fuga microvascular e induce la producción de endotelinas49,50. 

Por otra parte, la IL-1b es una citocina proinflamatoria que regula la expresión de 

otras citocinas y quimiocinas51, y puede ser inducida por la activación de NF-kb52. De 

manera similar a las otras citocinas, la IL-1b se ha encontrado aumentada en sangre 

periférica de pacientes con PE53 y los efectos que produce en el endotelio son semejantes 

a los observados con el TNF-a, ya que también promueve la coagulación y la respuesta 

inflamatoria50. En conjunto, el TNF-a y la IL-1b incrementan la producción de trombina, del 

factor activador de plaquetas (PAF) e incrementa la permeabilidad celular54,55. Asimismo, 

se han descrito cambios estructurales y funcionales en las células endoteliales cuando 

existe una coexpresión de TNF-a e IL-1b56. 

Finalmente, la IL-6 es una citocina pleiotropica con efectos importantes en el 

proceso inflamatorio, la respuesta inmune y la hematopoiesis57. Durante la PE, cantidades 

significativas de esta citocina son sintetizadas en la placenta en respuesta a la presencia 

de trofoblastos necróticos58 producidos por la perfusión intermintente. Lo anterior favorece 

el incremento de IL-6 en sangre periférica de pacientes con PE, los cuales incluso dependen 

de la severidad de la enfermedad44,59–61. Por otra parte, modelos animales en los que se 

induce una baja perfusión placentaria han demostrado incremento de IL-6 que se asocia 

con hipertensión y proteinuria62–65. Más aún, los modelos murinos ha demostrado que la 

perfusión de IL-6 ocasiona signos similares a los de PE35,62,66. Asimismo, experimentos ex 

vivo utilizando un sistema placentario de perfusión dual como modelo de preeclampsia, 
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mostró que condiciones hipóxicas incrementa la secreción de IL-6 a través de la inducción 

de estrés oxidativo67. Por su parte, estudios in vitro con trofoblastos asilados de placentas 

provenientes de pacientes preeclampticas demostraron que condiciones hipóxicas también 

inducen la expresión de IL-668. Los efectos sistémicos producidos por esta citocina en 

mujeres embarazadas incluyen incremento de moléculas de adhesión y permeabilidad 

endotelial, reclutamiento de células inmunologicas que favorecen el estrés oxidativo 

endotelial, producción de factores anti-angiogénicos y la estimulación de células B para 

producir AA-AT1, que en conjunto contribuyen con la disfunción endotelial e hipertensión 

durante la PE69,70. 

De entre todas estas citocinas, destaca de manera sustancial la IL-6 debido a que 

es producida por el trofoblasto y ejerce múltiples efectos sistémicos que explican en parte 

la fisiopatología y sintomatología de la PE, principalmente aquellos relacionados con la 

disfunción endotelial. 
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Interleucina 6 

La IL-6 fue inicialmente identificada como el factor 2 estimulante de células B; sin 

embargo, cuando su gen fue clonado en 1986 se describió totalmente idéntico al factor 

estimulante de hepatocitos, al factor de crecimiento de hibridomas y al interferón (IFN)-b2, 

por lo que finalmente fue llamado interleucina 657 y a partir de este momento se describió 

como una interleucina que si bien se produce prácticamente de la misma manera en todas 

las células, sus efectos son realmente variados. 

Síntesis y estructura 

El gen que codifica para la IL-6 se encuentra en el cromosoma 7p21 y contiene 

cuatro intrones y cinco exones71. Su expresión se regula por elementos directos como 

factores de transcripción, pero también existen ciertos elementos regulatorios indirectos 

como son los miARNs, ARNsas o proteínas unidoras de ARN57.  

Este gen codifica una proteína glicosilada monomérica de 212 aminoácidos (28 

corresponden al péptido señal) cuyo peso molecular varía dependiendo de las 

modificaciones postraduccionales a las que es sometida en cada tipo celular que la 

produce, siendo entre 21 a 28 kDa57,71. Tiene una estructura de 6 a-hélices unidas, dos 

sitios potenciales de N-glicosilación, aunque de igual manera hay variantes con O-

glicosilación, puede ser fosforilada en diversos residuos de serina y se ha visto que también 

tiene sitios de sulfonación.  

Una vez sintetizada, la IL-6 se secreta de manera constitutiva utilizando un sistema 

de empaquetamiento y transporte tubulovesicular, el cual consiste en la formación de 

vesículas secretoras o gránulos terciarios que son transportados a través del retículo 

endoplásmico y el aparato de Golgi vía endosomas hasta la membrana plasmática. Este 

proceso normalmente se lleva a cabo en minutos u horas después de su síntesis72. La 
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concentración de esta proteína en circulación sanguínea de manera normal es baja, siendo 

entre 1 a 5 pg/mL57,71,73,74. En algunos casos, sobretodo en fibroblasto, la IL-6 secretada 

puede formar complejos oligoméricos que presentan un peso de entre 45 a 85 kDa; sin 

embargo, este complejo no puede ejercer efecto alguno ya que existe un impedimento 

estérico para unirse tanto a su receptor como a la proteína gp130 que también funciona 

como receptor de esta interleucina71. 

Por otra parte, en neuronas se ha demostrado que la síntesis de la IL-6 se lleva a 

cabo después de un estímulo con IL-1b; sin embargo, en estas células no se libera 

inmediatamente ya que se acumula de manera perinuclear hasta que existe un segundo 

estimulo de despolarización neuronal, entonces es transportada y liberada a través del 

aparato de Golgi75, por lo que se puede deducir que si bien la IL-6 se sintetiza en todos los 

tipos celulares, su secreción no es regulada de igual manera en todas ellas71,76. 

Regulación de su síntesis 

Debido a que la IL-6 es una molécula pleitrópica con múltiples funciones tanto 

proinflamatorias como antiinflamatorias y es producida por distintos tipos celulares 

incluyendo monocitos, macrófagos, linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, 

células de la glía, adipocitos, células epiteliales intestinales y trofoblastos entre otras74, los 

estímulos para su síntesis y secreción son variados.  

El principal estímulo para las células inmunológicas durante un proceso infeccioso 

son los patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs), que incluyen al 

lipopolisacarido, ácido lipoteicoico y péptidoglicanos entre otros, que en primera instancia 

son reconocidos por los monocitos o macrófagos que casi de manera inmediata comienzan 

la secreción de esta citocina. Por otra parte, durante un proceso inflamatorio no infeccioso, 

son los patrones moleculares asociados a daño (DAMPs) como el ADN mitocondrial y las 

proteínas S100, los que favorecen la secreción de IL-674. Otros factores capaces de inducir 
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la secreción de IL-6 en células como las mesenquimales, las endoteliales y los fibroblastos 

incluyen a la IL-1b, el TNF-a, el estrés oxidativo, las prostaglandinas, las adipocinas y otras 

citocinas76. 

Las vías de señalización que se activan para inducir la síntesis y secreción de IL-6 

son diversas; sin embargo, se ha observado que principalmente son las que involucran a 

JNK, ERK1/2 y NF-kB57,77, así como en algunos tipos celulares a AKT, PI3K y a la vía de 

APE/Ref-1 74,78,79. La estimulación de estas vías de señalización activan diversos factores 

de transcripción que regulan la expresión de la IL-6, entre ellos se encuentran la proteína 

activadora 1 (AP1), el mismo NF-kB, la proteína específica 1 (SP1), el factor nuclear IL-6 

(NF-IL-6) y el factor regulador 1 de interferón (IRF1)57. 

Mecanismo de acción 

Los efectos de la IL-6 dependen del tipo celular en el cual actúe, pero el mecanismo 

por el cual activa a las células es básicamente el mismo en todas. Comienza cuando la IL-

6 se une a su receptor IL-6R, una glicoproteína transmembranal de 80 KDa, y a dos 

unidades transmembranales de la proteína transductora de señales tipo G de 130 KDa 

(gp130). Estudios estructurales han demostrado que este complejo de activación es 

hexamérico y está formado por dos moléculas de IL-6, dos de IL-6R y dos de gp13080, 

aunque bien en ocasiones puede formarse un complejo tetramérico (IL-6/IL-6R/2gp130) de 

manera dependiente de la concentración de IL-681. Existen algunas células que únicamente 

expresan la gp130 y sin embargo son capaces de responder al estímulo de la IL-6 debido 

a que existe una vía de transactivación que no requiere del IL-6R. Esta vía se activa gracias 

a que el IL-6R puede encontrarse de manera soluble (sIL-6R) por acción de MMPs o por 

empalme alternativo que eliminan el dominio transmembranal y es capaz de unir a la IL-6 

en el torrente sanguíneo. Una vez que este complejo es formado, puede unirse a los 
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dímeros transmembranales de gp130 y activar de manera “normal” las vías de señalización 

correspondientes73.  

La señalización que se inducen por la estimulación del dímero de gp130 debido a la 

interacción de la IL-6 con su receptor o bien con el complejo sIL-6R-IL-6, involucra dos vías. 

La primera consiste en la activación de la familia de tirosin-cinasas JAK (cinasas asociadas 

a Janus) que conduce a la fosforilación y activación de dos factores de transcripción de la 

familia STAT (transductores de señal y activadores de la transcripción), que al dimerizarse 

se translocan al núcleo y en conjunto con el factor nuclear (NF)-IL-6 inducen la expresión 

de genes que contiene los elementos de respuesta tipo 2 para la IL-6.  La segunda vía 

consiste en activar las vías de ERK1/2 y PI3K a través de la GTPasa Ras73. 

La señalización inducida por la IL-6 puede regularse a diferentes niveles, en primer 

lugar, ocurre por la expresión de los llamados supresores de la señalización de citocinas 

(SOCS) inmediatamente después de la activación de JAK-STAT, los cuales se unen al 

dominio citoplasmático de la gp130 regulando así la fosforilación JAK. El segundo nivel de 

regulación incluye la formación de una fracción soluble de la proteína gp130 capaz de 

secuestrar el complejo sIL-6R-IL-6 antes de activar las células76. 

Actividad biológica 

La IL-6 es una citocina que representa perfectamente bien a las citocinas 

pleiotrópicas ya que tiene múltiples efectos en diferentes circunstancias y tipos celulares. 

Está involucrada en la activación de la fase aguda de la inflamación, ya que en caso de 

traumas o quemaduras es rápidamente secretada74,76; además incrementa la producción 

de linfocitos B e induce la activación de éstos para diferenciarse a células plasmáticas 

productoras de inmunoglobulinas57,73, actúa como factor de crecimiento en hibridomas y 

células de mieloma74. Asimismo, tiene la propiedad de reclutar linfocitos T y favorecer su 

diferenciación que dependerá de las condiciones del microambiente presente en ese 
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momento. Por ejemplo, linfocitos T naive en presencia de IL-6 pueden diferenciarse a 

células Th17 siempre que sean coestimuladas con TGF-b, mientras que su diferenciación 

será a Th2 productoras de IL-4 al coestimularse con IFN-γ57,73. Además, regula la transición 

entre la inmunidad innata y la adquirida mediante la activación de neutrófilos76. Cabe 

mencionar que una sobreproducción de IL-6 contribuye a enfermedades autoinmunes tales 

como el lupus y a la formación de mielomas71. 

Por otra parte, entre los efectos que no involucran células del sistema inmune, la IL-

6 promueve la maduración de megacariocitos por lo que aumenta la cantidad de plaquetas 

en torrente sanguíneo, y además estimula la hematopoyesis en médula ósea. De igual 

manera, induce la producción de proteínas de fase aguda tales como proteína C reactiva, 

amieloidina A sérica, fibrinógeno, hepcidina y antiquimiotripsina-a1 a partir de los 

hepatocitos74. Asimismo, se ha encontrado que la sobre-secreción de IL-6 ayuda a la 

regeneración hepática después de una hepatectomía parcial82. En lo que respecta al 

torrente sanguíneo, regula la concentración sérica de hierro y zinc a través de sus 

transportadores, mientras que en otros tejidos ayuda a la absorción de lípidos, induce la 

diferenciación de las células del sistema nervioso, regula la homeostasis ósea, ajusta la 

sensibilidad al dolor, regula la tolerancia a la glucosa y tiene actividad tipo hormonal en 

enfermedades vasculares71,73,74,76. Estas sólo son algunas de funciones ya que se ha 

demostrado que afecta otros órganos y sistemas que incluyen el eje hipotálamo-hipófisis-

adrenal, el sistema neuropsicológico y el sistema vascular.  

Actividad biológica de la IL-6 durante la PE 

Los efectos biológicos inducidos por el incremento de IL-6 en mujeres embarazadas 

favorecen, en parte, la aparición de los signos y síntomas de la PE, debido a que se 

relacionan principalmente con la disfunción endotelial sistémica materna83 (Figura 3). Entre 

las acciones más relevantes de esta interleucina con relación a esta disfunción podemos 
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mencionar al menos tres, cuyos mecanismos de acción durante esta patología han sido 

descritos previamente de manera detallada. El primero consiste en el incremento de 

endotelina que es un péptido producido por las células endoteliales y cuyo efecto principal 

es la vasoconstricción35,59. La segunda acción involucra el aumento del sFlt-1 que como se 

mencionó, es capaz de secuestrar al VEGF e inducir un efecto antiangiogénico y aumento 

de la permeabilidad vascular35. Finalmente, el tercer efecto se relaciona con la estimulación 

de la producción de AT1-AA35,59,76,83, lo que provoca incremento de estrés oxidativo y 

aumento de la sensibilidad a angiotensina II. 

 

 

Figura 3. Efectos de IL-6 que contribuyen al desarrollo de la PE. 

 

Factores asociados al desarrollo de la PE capaces de inducir IL-6 

La IL-6 participa de manera importante en el desarrollo y manifestaciones clínicas 

de la PE, por lo que es necesario conocer y/o caracterizar las condiciones fisiopatológicas 

y los factores que pudieran modificar su síntesis durante esta complicación obstétrica. A 

este respecto podemos hipotetizar que factores genéticos, infecciosos, obesidad y 
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contaminantes ambientales pudieran ser responsables de la inducción de IL-6 durante la 

gestación y esto provocar el desarrollo de la PE. 

En lo que respecta a los factores genéticos, diversos grupos de investigación han 

abordado el estudio de polimorfismos en el promotor de la IL-6 durante la PE. Los resultados 

obtenidos hasta el momento no son concluyentes debido a que existen reportes 

contradictorios. Por ejemplo, el polimorfismo -174 G/C del promotor de la IL-6 se asocia a 

preeclampsia en población de India84 y Brasil85, mientras que no existe en mujeres 

preeclampticas de Austria86, Turquía87, China88, Arabia Saudita89 y México90. 

La respuesta inflamatoria contra infecciones durante el embarazo tiene un papel 

importante en el desarrollo de la PE debido a que induce un cambio en el perfil de citocinas 

inmunológicas de Th2 a Th1, incrementándose las citocinas proinflamatorias como IL-1 β, 

TNF-α e IL-6. Los agentes infecciosos que más se asocian a la PE son bacterias 

involucradas en la enfermedad periodontal, infecciones del tracto urinario, Helicobacter 

pylori, Chlamydia pneumoniae, agentes virales como citomegalovirus, virus del herpes 

simple tipo 2, virus de la inmunodeficiencia humana y algunos parásitos especialmente 

Plasmodium spp. y Toxoplasma gondii91. 

La obesidad se ha descrito como uno de los principales factores de riesgo para la 

aparición de PE, sin importar que se haya presentado antes o durante el embarazo16. Para 

justificar esta asociación, se han propuesto diversos mecanismos entre los que 

principalmente se encuentran la resistencia a la insulina, hiperinsulinemia e inflamación 

sistémica materna92. Se ha sugerido que los dos primeros mecanismos afectan la 

implantación placentaria mediante la alteración de la sintesis de óxido nítrico a partir del 

trofoblasto, asi como el aumento de la secreción de citocinas pro-inflamatorias por parte del 

tejido adiposo. Por otra parte, el tercer mecanismo se relaciona de igual manera con la 

secreción de citocinas pro-inflamatarios a partir del tejido adiposo, pero a diferencia del 
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anterior, éste es favorecido por la gran cantidad de leptina presente. Las citocinas que se 

secretan principalmente son la IL-6 y el TNF-a, que como ya se ha discutido, se asocian 

con el desarrollo de la PE9. 

En cuanto a los factores ambientales, al día de hoy se sabe que la contaminación 

en el aire está asociada al desarrollo de PE, sin embargo, el mecanismo por el cual se 

asocian aún no está del todo esclarecido. Se ha propuesto con base en estudios 

poblacionales y modelos animales que la inflamación desempeña un papel importante, en 

especial el material particulado de 2.5 µm, 10 μm y cadmio presente en el aire, ya que son 

capaces de inducir la expresión de IL-693–96. 
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Cadmio 

El Cadmio (Cd) es un metal pesado de color blanco con ligero tono azuloso que se 

encuentra en la naturaleza en cantidades bajas, principalmente en forma de sulfuros, 

aunque también se puede encontrar como carbonato, oxido, cloruro e hidróxido, junto con 

otros metales más abundantes como el zinc, el plomo y el cobre79,97. México es el 6° 

productor de Cd a nivel mundial98, y éste se comercializa en forma de óxidos, polvillo, liga 

3 “D”, afinado y en concentrados de zinc. Se emplea en diversos procesos, principalmente 

en la fabricación de tubos fluorescentes para televisores a color, como catalizador en la 

producción primaria de alcoholes y controles de reactores nucleares99. Además es un 

componente de baterías, plásticos, algunos pigmentos y paneles solares100. 

El Cd es considerado tóxico y peligroso para la salud por el Registro Internacional 

de Químicos Potencialmente Tóxicos del Programa Ambiental de las Naciones Unidas100,101 

y además, la Agencia Internacional de Investigación en Cáncer (IARC, por sus siglas en 

inglés) ha clasificado a este elemento como carcinógeno humano tipo I, por lo que 

recomiendan minimizar la exposición a este metal101,102. 

Desafortunadamente, al contrario de la sugerencia de la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) y la IARC de minimizar la exposición a este metal, la cantidad de Cd a la que 

estamos expuestos aumenta a diario y se ha convertido en uno de los principales metales 

pesados contaminantes103. Esto es debido a que si bien existen vías naturales de liberación 

de cadmio como las erupciones volcánicas, la erosión y los incendios; la actividad humana 

incrementa considerablemente la presencia de este metal en el medio ambiente79,100,101. 

Entre las actividades que generan la mayor liberación de Cd al medio ambiente se 

encuentran la extracción y refinamiento de otros metales con los que se asocia de manera 

natural, en especial con el zinc97,99, así como el inadecuado manejo de los desechos de las 

industrias que lo utiliza como materia prima y de componentes de los cuales forma 
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parte103,104. Por ejemplo, en México, se calcula que se podrían recuperar al menos 139 

toneladas de Cd para el año 2043, a partir sólo de celdas fotovoltaicas desechadas104. Por 

otra parte, un estudio realizado en alimentos irrigados con agua de desecho en El Valle del 

Mezquital (Estado de México) demostró que la contaminación por Cd permanece e incluso 

aumenta en correlación directa con el número de años de irrigación, especialmente este 

aumento se observa en las semillas de trigo, que es lo que finalmente consumimos105. De 

manera preocupante, el incremento de Cd en los alimentos se ha mantenido y un reporte 

publicado en 2017 indica que, en mujeres embarazadas de México, monitoreadas entre 

1999 y 2004, el aumento de Cd en orina está directamente asociado con el consumo de 

frutas y vegetales, mientras que el aumento en sus hijos está relacionado a la ingesta de 

papas106. También, recientemente se ha reportado que en los Bitzales (Reserva ecológica 

en Tabasco) los niveles de cadmio encontrado en el agua son de 13.95107 mg/L aún cuando 

la Norma Oficial Mexicana para la salud ambiental indica que el límite máximo permitido es 

de 0.005 mg/L108. Basados en los datos anteriores se comprueba que la exposición de la 

población mexicana a este metal va en aumento a través del agua, el aire, el suelo y los 

alimentos.  

En 1997 se encontró que la concentración de Cd en saliva (25 μg/dl) es superior en 

población abierta de la Ciudad de México al compararse con otros países como Estados 

Unidos, Canadá o Reino Unido109. Más recientemente, un estudio reportó que hombres 

mayores de 40 años en la Ciudad de México tienen una cantidad mayor o igual de Cd en 

sangre a la encontrada en población altamente expuesta en el sur de Tailandia110. 

Tradicionalmente pensamos que la exposición a este metal debe ser mayor en las grandes 

ciudades como la Ciudad de México, Monterrey o Guadalajara por asociarlas con población 

expuesta a contaminación. Sin embargo, en un estudio realizado con niños de distintas 

ciudades del país, se encontró que las concentraciones de Cd en orina van desde 0.5 hasta 

15 μg/dL111, siendo las regiones mineras de Zacatecas y las cercanas a las refinerías en 
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Veracruz las que presentan los niveles más elevados. Por otra parte, estos datos sugieren 

que deben realizarse estudios más minuciosos, principalmente en población susceptible 

como niños y mujeres embarazadas, para conocer con certeza los niveles de cadmio en la 

población de las diferentes regiones de México. 

Toxicocinética 

Actualmente existe una gran cantidad de datos acerca de la absorción, distribución 

y acumulación del Cd; sin embargo, aún permanecen algunas incógnitas, sobre todo en su 

excreción, que no permiten la evaluación exacta de sus efectos, por lo que es importante 

entender la toxicocinética de este metal. 

Absorción 

Las principales vías de absorción para el Cd son la gastrointestinal y la respiratoria, 

aunque también la vía dérmica podría aportar una cantidad limitada. Por vía gastrointestinal 

se absorbe entre el 5 al 7% del cadmio ingerido en alimentos o agua contaminada, 

porcentaje que aumenta cuando existe una deficiencia de hierro o bien si se ingieren 

menores cantidades de éste100,112. Esta absorción aumentada en ausencia de hierro se 

debe a la pérdida de la inhibición competitiva que ocurre por compartir el transportador de 

metales divalentes 1 (DMT1) entre el hierro y el Cd. Por otra parte, el Cd también puede ser 

absorbido en el intestino de manera independiente del DMT1, mediante el transportador de 

Zn (hZTL1) y los canales de Ca, por lo que las concentraciones de estos iones u otros 

micronutrientes también pueden modificar la absorción intestinal del Cd113. Otro factor 

importante a considerar son las dietas con alto contenido de grasa y proteínas, ya que éstas 

incrementan el tiempo de transito intestinal y por lo tanto favorecen una mayor absorción 

de Cd114. Finalmente, la edad también modifica este proceso, ya que se ha observado un 

correlación inversa, es decir, a mayor edad menor la capacidad de absorción intestinal para 

el Cd115,116. 
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La absorción pulmonar es la vía principal de exposición ocupacional o bien para 

personas fumadoras, debido a la inhalación de humos, vapores o aerosoles. Cabe 

mencionar que la cantidad absorbida de Cd depende de la composición química, tamaño 

de partículas y retención en el pulmón100,117. Por ejemplo, el Cd inhalado en partículas 

grandes mayores a 10 μm permanecerá depositado en las vías aéreas superiores, mientras 

que las partículas pequeñas aproximadamente de 0.1 μm llegarán a los alveolos, donde el 

Cd será rápidamente absorbido. Se calcula que la absorción de Cd en los alveolos es de 

entre el 7 al 40% de las partículas depositadas; sin embargo, este porcentaje aumenta a 25 

o 50% cuando el cadmio es inhalado en el humo de cigarro112,118. 

Distribución 

Una vez que el Cd es absorbido se transporta por torrente el sanguíneo a otros 

tejidos, principalmente dentro de los eritrocitos unido a un grupo de proteínas de bajo peso 

molecular denominadas metalotioneninas (MTs), aunque también pueden ser transportado 

por estas proteínas libres en el plasma. Otros mecanismos de transporte incluyen la 

conjugación con el glutatión o aminoácidos como la cisteína, así como la unión a proteínas 

de alto peso molecular como la albumina119. En el caso específico de la albumina, cabe 

mencionar que, debido a su tamaño, la distribución será únicamente al hígado. 

El aclaramiento de este metal es rápido y se distribuye principalmente en hígado, 

hueso, pulmón y riñón100,120,121, siendo este último donde más se acumula a lo largo del 

tiempo, ya que es el encargado de su eliminación. Otros órganos capaces de acumular Cd 

incluyen a la placenta, ovarios, testículos y próstata122, en donde la presencia de este metal 

induce el incremento significativo de la síntesis de MTs de manera rápida, ya que además 

de transportarlo en el torrente sanguíneo tienen la capacidad de inhibir sus efectos tóxicos 

en la célula121. 
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Excreción 

La excreción del Cd es muy baja y solo entre el 0.01 al 0.02% del Cd total acumulado 

es eliminado diariamente mediante heces y orina. La excreción urinaria se incrementa con 

la edad y es proporcional con su carga corporal, a diferencia de la eliminación por heces 

que no se relaciona con la edad, debido a que entre el 90 y 95% del Cd ingerido no es 

absorbido. Esta baja tasa de excreción del cadmio explica su alta retención en el organismo 

así como que su vida media biológica sea de entre 15 a 30 años100. 

Toxicodinamia 

Los mecanismos moleculares por los cuales el Cd es absorbido a las células 

incluyen al menos dos proteínas, el DMT1 y la proteína transportadora 8 de zinc (ZIP8), las 

cuales han sido identificadas como los transportadores responsables en la mayoría de los 

tejidos incluyendo pulmón, intestino, hígado, riñón y testículos123,124. Una vez dentro de la 

célula, el Cd no es metabolizado o al menos no se conoce que sea sometido a alguna 

conversión directa como alquilación, oxidación o reducción. Sin embargo, este metal si se 

une a grupos aniónicos, preferencialmente a grupos sulfhídrilo de las proteínas 

metalotioneinas y albumina, las cuales lo retinen en el interior de la célula y evitan que 

pueda alterar otros componentes celulares112. 

A pesar de este mecanismo de protección celular, existe la posibilidad de que una 

proporción de Cd quede libre en el interior de la célula, ocasionando alteraciones celulares 

que conllevan a procesos tales como apoptosis, disrupción de la adhesión celular, 

afectación de la proliferación celular, mutagénesis y modificación del patrón de citocinas, 

entre otras112. En conjunto, todos estos cambios pueden inducir una disfunción celular 

propia de cada tejido, desencadenando condiciones patológicas en diferentes órganos y 

sistemas como en riñón, pulmones y hueso. Los mecanismos principales mediante los cual 

el Cd induce estas alteraciones es la generación de especies reactivas de oxígeno (EROs) 
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debido a la disminución en el potencial antioxidante, así como la activación de diversas vías 

de señalización que modifican la expresión de diversos genes125. 

Especies Reactivas de Oxígeno 

La generación de EROs por Cd se realiza de manera indirecta ya que no es un metal 

oxido-reductivo125; pero tiene la capacidad de disminuir de manera significativa el potencial 

antioxidante de la célula, lo que permite que las EROs producidas principalmente por la 

mitocondria, se acumulen126. Por ejemplo, estudios in vitro han demostrado que la 

exposición a Cd (5 μM) disminuye en un 50% el contenido total de glutatión ocasionando 

un incremento de la producción de EROS127. Por otra parte, utilizando células derivadas de 

hígado de rata, se ha observado que la exposición a Cd (150 μM) provoca la disminución 

de la catalasa a niveles indetectables, mientras que los niveles de la glutatión peroxidasa y 

glutatión reductasa disminuyen en un 21.7% y 43.9%, respectivamente. En conjunto, estos 

cambios inducen un aumento de las EROs, así como la reducción de la viabilidad celular 

en un 40%. De manera interesante, todos estos efectos son revertidos cuando las células 

son tratadas con N-acetilcisteína (NAC), un potente anti-oxidante, antes, durante o después 

de la exposición al Cd128. 

Por otra parte, utilizando un modelo experimental de ratas en donde recibieron agua 

ad libitum conteniendo 40 mg/L de CdCl2, se encontró que los marcadores de estrés 

oxidativo en plasma aumentaron significativamente ya que a las 6 semanas de exposición 

se observó incremento del malondialdehído de 23.4 nM a 69.4 nM, mientras que la actividad 

de la catalasa, la superóxido dismutasa, el glutatión y la capacidad antioxidante total en 

plasma disminuyeron de 20.5 a 10.9 U/mL, 7.9 a 1.7 U/mL, 5.9 a 4.6 mg/L y 1.6 a 0.5 mM, 

respectivamente. La co-administración del antioxidante curcumina en este modelo 

experimental revirtió los efectos observados, alcanzándose valores similares a los del grupo 
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de ratas control, demostrando así que el Cd es un inductor potente de la generación de 

EROs. 

 El estrés oxidativo o incremento de la generación de EROs en la célula inducido por 

el Cd ocasiona cambios importantes en diversos componentes celulares. Por ejemplo, en 

el núcleo, la presencia de estas moléculas causa daño en el ADN produciendo 

mutaciones129. En lo que respecta a las proteínas y lípidos, induce tanto oxidación como 

peroxidación, causando modificaciones importantes en la membrana celular y sus 

funciones. Además, los productos derivados de la peroxidación lipídica pueden reaccionar 

a su vez con el ADN, ocasionando un mayor índice de mutaciones130,131. Las mitocondrias 

desempeña un papel importante no solo por generar las EROs, sino porque además éstas 

mismas dañan tanto la membrana externa como interna de este organelo provocando un 

déficit en la producción de ATP y desencadenando así la muerte celular por apoptosis132. 

Activación de vías de señalización y desregulación de la expresión génica 

Otro de los mecanismos principales por el cual el Cd puede inducir procesos 

patológicos es mediante la desregulación de la expresión de diversos genes a través de la 

activación de vías de señalización. En general, se ha demostrado que el Cd no altera la 

función del receptor, sino que en realidad modifica los niveles o actividad de segundos 

mensajeros afectando la expresión de genes relacionados principalmente con el ciclo 

celular, la respuesta inmune, el metabolismo, la muerte celular y la carcinogénesis.  

El Cd es capaz de activar diversas vías de señalización intracelular como son la vía 

de ERK1/2, JNK, p38-MAPK, PI3K, AKT, entre otras. Los mecanismos moleculares 

responsables de la activación de estas vías son dos principalmente: 1) incremento de Ca 

intracelular y 2) aumento en la generación de EROs133. 

Con respecto al incremento de Ca intracelular, se ha demostrado que el Cd inactiva 

la ATPasa de calcio localizada en el retículo endoplásmico mediante su unión a grupos SH, 
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provocando un incremento en la concentración de calcio intracelular, que tiene como 

consecuencia la activación sostenida de cinasas dependientes de calcio como la PKC, 

CDPK, CaMKII, entre otras134,135. 

Las EROs generadas por los mecanismos previamente descritos, también tienen la 

capacidad de activar diversas vías como son JNK, ERK1/2, NFkB, entre otras136. En este 

caso, el mecanismo molecular aún no ha sido descrito completamente; sin embargo, se ha 

propuesto que las EROs activan directamente proteínas sensoras para radicales libres, las 

cuales a su vez activan otras proteínas propias de las cascadas de señalización o bien 

factores de transcripción137. Otro mecanismo propuesto involucra la inactivación de 

proteínas inhibidoras de las cascadas de señalización mediante la oxidación de cisteínas o 

formación de puentes disulfuro por la presencia de EROs, permitiendo la activación de las 

vías de señalización137. 

La activación de las vías de señalización intracelular por el Cd en la mayoría de los 

casos culmina con la activación de factores de transcripción como AP-1 y NFκB, lo que se 

traduce en la expresión de genes relacionados con apoptosis, proliferación celular e 

inflamación125,138–140. En lo que respecta a la presente tesis, es de interés los genes 

relacionados con el proceso inflamatorio. 

Inflamación 

La exposición al Cd tanto ocupacional como ambiental, induce un proceso 

inflamatorio, el cual involucra la producción y liberación de citocinas tales como TNF-α, IL-

1β, IL-8 e IL-6. En lo referente a la síntesis de TNF-α e IL-1β, se ha observado un efecto 

diferencial que depende del tejido o célula expuesta. Por ejemplo, la exposición de las líneas 

celulares HepG2, Raw 264.7, THP1, A549, así como macrófagos alveolares obtenidos de 

ratas induce un incremento tanto de TNF-α como de IL-1β, mientras que al utilizar la línea 

celular Calu-3 y células epiteliales pequeñas derivadas de pulmón (CEPP) no se demostró 
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cambio alguno140–144. De manera contraria, cuando se emplearon cultivos enriquecidos de 

neumocitos tipo-2, la exposición a Cd disminuyó la síntesis de TNF-α e IL-1β142. Utilizando 

modelos in vivo, también se ha demostrado un efecto diferencial ya que la exposición a Cd 

por vía oral no tiene efecto en la síntesis de estas citocinas a partir de los enterocitos, pero 

si estimula al menos la expresión hepática de TNF-α145,146. En lo que respecta a la 

producción de IL-8, se ha demostrado que el Cd es un inductor potente para esta citocina, 

ya que tanto en líneas celulares como HepG2, Calu-3 y THP1, así como en cultivos 

primarios de CEPP y células del epitelio bronquial, la exposición a este metal incrementa 

su liberación141–144,147. Los modelos in vivo también mostraron que la exposición oral al Cd 

induce la expresión de IL-8 en el duodeno y yeyuno proximal145. Finalmente, en relación 

con la expresión de IL-6 se ha observado que la exposición de las líneas celulares HepG2, 

Calu-3 y A549 así como cultivos primarios de células derivadas de pulmón de rata y CEPP, 

induce la expresión tanto del mRNA como de la proteína142–144,147,148. Asimismo, utilizando 

modelos murinos también se demostró que el Cd incrementa los niveles de IL-6 en hígado, 

pulmón y plasma146,149,150. 

Toxicidad del Cadmio 

La exposición aguada y crónica al Cd produce efectos adversos a nivel sistémico en 

la salud humana, siendo los órganos y sistemas más susceptibles a daño por este metal 

los pulmones, el sistema nervioso, el hueso, los riñones, el sistema cardiovascular y el 

sistema reproductivo100.  

En lo que se refiere a las vías aéreas superiores, se ha observado que el Cd induce 

inflamación principalmente en nariz, faringe y laringe. En cuanto a las vías aéreas inferiores 

se han reportado el desarrollo de enfermedad pulmonar crónica obstructiva100, pero sin 

duda el daño más reconocido es el cáncer pulmonar que ha sido reportado en población 

expuesta de diversos países151. Asimismo, estos mismo hallazgos con respecto al cáncer 



Introducción 

 36 

pulmonar han sido confirmados utilizando modelos experimentales en animales expuestos 

por vía respiratoria al Cd101. Los mecanismos por los cuales este metal induce la 

carcinogénesis pulmonar es mediante aberraciones cromosómicas, rompimiento de la 

cadena de ADN, inducción de estrés oxidativo, inhibición de la reparación del ADN, pérdida 

de la regulación del ciclo celular, alteración de las funciones de los genes supresores de 

tumor e inflamación101,151. 

Por otra parte, el Cd depositado en las fosas nasales puede ser transportado 

directamente al sistema nervioso (SN) central y periférico100,152. La presencia de éste en el 

SN se asocia con un incremento en la permeabilidad de la barrera hematoencefálica, 

retardo mental, dificultad de aprendizaje y dislexia, entre otras152. Los mecanismos 

toxicológicos por los cuales este metal provoca la afectaciones neurológicas aún no han 

sido esclarecidos; sin embargo, se ha propuesto que la producción de EROs, la alteración 

de neurotransmisores, la interacción con otros iones y la disrupción endocrina, desempeñan 

un papel importante100,152. 

En hueso, el Cd ocasiona desmineralización, inhibe las proteinasas-C pro-colágeno 

y la producción de colágeno, que en conjunto disminuye la masa ósea, ocasionando 

osteoporosis principalmente en mujeres post-menopaúsicas. La enfermedad Itai-itai es otra 

patología ósea asociada a la intoxicación severa por Cd, que se caracteriza por la 

desaparición de las trabéculas y el acortamiento del cartílago epifiseal118. Además, en esta 

enfermedad se han comprobado osteomalacia y osteoporosis por lo que pequeños 

traumatismos pueden producir múltiples fracturas. El mecanismo molecular que ocasiona 

la descalcificación ósea aún no se ha esclarecido completamente, sin embargo, se ha 

observado en estos pacientes una disminución de los niveles plasmáticos de la hormona 

paratiroidea, del metabolismo de la vitamina D3 y del colágeno así como incremento de la 

liberación de Ca desde el hueso100,118. 
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El riñón es uno de los órganos con mayor afectación debido a que es donde  se 

acumula en mayor proporción, ya que existe una reabsorción preferencial en el túbulo 

proximal a través de endocitosis mediada por receptores153. El daño renal ocasionado por 

el Cd produce un aumento en la filtración de minerales y proteínas que aunado a la 

disminución de la capacidad de reabsorción se manifiestan como proteinuria, pérdida de 

calcio y lesión tubular118. La exposición crónica a Cd puede progresar a un síndrome renal 

de Fanconi o bien a una falla renal, sobre todo si existen otros factores que contribuyan al 

daño renal, como pueden ser diabetes o hipertensión153. Estas manifestaciones clínicas se 

deben principalmente a que el Cd puede ocasionar un daño celular que disminuye la 

capacidad reabsortiva de los túbulos proximales118; en los casos más severos también se 

observa una depresión de la función glomerular, ya que el exceso de Cd no puede ser 

contenido por la metalotioneinas100.  

El sistema cardiovascular también es uno de los que más se ve afectado debido a 

que el Cd induce la formación de placas arterioescleróticas, disfunción endotelial, pérdida 

de la estructura endotelial y eventos trombogénicos100,118, que aunados al daño renal, 

ocasionado por el Cd, tienen una gran influencia en la aparición de hipertensión. En 

población abierta, la concentración de Cd en sangre, pero no en orina, correlacionan con 

un incremento de la presión arterial sistólica y diastólica así como con un incremento en la 

prevalencia de hipertensión, sobre todo entre la población no fumadora154,155.  

A nivel reproductivo, el Cd es considerado como un disruptor endocrino ya que es 

capaz de mimetizar los efectos de los estrógenos tales como la activación de genes 

regulados por esta hormona, inicio temprano de la pubertad, alteración de la fisiología 

ovárica, promoción de la maduración de ovocitos, incremento del peso uterino y 

estimulación del desarrollo mamario156,157. Este efecto es corroborado por el hecho de que, 

al administrar antagonistas estrogénicos, los efectos desaparecen. También se ha 

demostrado que este efecto es específico del Cd, y que no es debido a su carácter metálico, 
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ya que en presencia de Zn, el receptor a de estrógenos es activado de manera no 

competitiva por el Cd157.  

En lo que respecta al embarazo, se ha descrito que este metal es capaz de alterar 

la esteroidogénesis placentaria, el desarrollo y progresión del embrión pre-implantatorio y 

el proceso de implantación158–160. Además su presencia en sangre o placenta se ha 

asociado al desarrollo de aborto recurrente, bajo peso al nacer, restricción en el crecimiento 

intrauterino, parto prematuro y preeclampsia158,161,162. 

Por ejemplo, estudios realizados con mujeres de Polonia163, Egipto164 y Nigeria165 

que han padecido de abortos recurrentes mostraron una concentración elevada de Cd tanto 

en sangre como en placenta comparativamente con mujeres que tuvieron un embarazo a 

término. Los mecanismos moleculares que desencadenan abortos recurrentes aún 

permanecen poco estudiados, sin embargo, se ha propuesto que este metal puede inhibir 

la expresión del receptor de LDL, lo que conduce a una disminución de colesterol y por 

ende de la producción de progesterona166. Además, se ha propuesto que el Cd puede 

interferir con la síntesis propia de estrógenos, o bien funcionar como antagonista de 

esteroides endógenos. Finalmente, otro mecanismo incluye al estrés oxidativo ya que en el 

estudio de Nigeria, se reporta que las mujeres más susceptibles a padecer abortos son 

aquellas con altos niveles de Cd y bajos niveles de micronutrientes tales como zinc, cobre 

y vitamina E165. 

El retardo de crecimiento intrauterino también se ha asociado con el Cd, ya que se 

han encontrado niveles elevados de este metal en mujeres de Chile167 y EUA168 que 

presentaron esta complicación obstétrica comparadas con los controles correspondientes. 

Por otra parte, los recién nacidos cuyas madres han sido expuestas a altas concentraciones 

de Cd principalmente en China169,170, Myanmar171 y EUA120, presentaron bajo peso al nacer. 

De manera interesante, el estudio realizado en China mostró que la exposición a Cd durante 

el embarazo, sobre todo en el primer trimestre se asocia con bajo peso al nacer 
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principalmente en neonatos femeninos comparativamente con los neonatos 

masculinos169,170.  

Con respecto al parto pretérmino, existe información contradictoria del papel que 

desempeña el Cd como un factor riesgo. Por ejemplo, estudios realizados en China, Polonia 

y Suecia reportan una mayor concentración sanguínea y urinaria de Cd en mujeres con 

parto pretérmino comparadas con sus contrapartes cuyo parto fue a término172,173,174. De 

hecho, el estudio realizado en China también demostró que los neonatos presentaron bajo 

peso al nacer con un incremento en su mortalidad. En contraste, un estudio en Turquía no 

logro encontrar relación entre los niveles de Cd en sangre con el parto pretérmino175. 

En relación con la PE, existen diversos reportes que permiten asociar esta 

complicación obstétrica con la exposición al Cd a pesar de las limitaciones que presentan. 

Por ejemplo, un estudio realizado en Yugoslavia encontró que los niveles sanguíneos de 

Cd en mujeres embarazadas hipertensas no fumadoras eran dos veces más elevados que 

en mujeres embarazadas normotensas no fumadoras176. Otro estudio llevado acabo en 

Turquía, demostró de igual manera un incremento significativo en la concentración de Cd 

sanguíneo en mujeres preeclámpticas al compararse con mujeres embarazadas 

normotensas. Desafortunadamente, estos estudios no analizaron confusores potenciales 

por lo que es una limitante importante.  

Esta asociación ha sido confirmada utilizando otras muestras biológicas. Por 

ejemplo, en 1999, utilizando líquido amniótico obtenido de pacientes preeclámpticas y 

normotensas entre las semanas 37-40 de gestación, se demostró diferencia significativa en 

los niveles de Cd177. Más recientemente, estudios realizados con muestras de orina, sangre 

de cordón umbilical o placenta, confirmaron la asociación entre niveles elevados de Cd con 

la PE178–180. El uso de diversas muestras biológicas demuestra que tanto la exposición 

crónica como la aguda son capaces de incrementar el riesgo para desarrollar esta 

complicación obstétrica. 
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Mecanismos moleculares por los cuales el cadmio puede inducir PE 

La evidencia clínica asocia la exposición al Cd con el desarrollo de preeclampsia, 

sin embargo, los mecanismos moleculares de esta asociación aún no han sido estudiados. 

Por otra parte, el Cd también es capaz de inducir la expresión y secreción de IL-6 en 

diferentes sistemas. Esta interleucina ha sido ampliamente relacionada con el desarrollo de 

preeclampsia o bien la aparición de signos y síntomas similares a la preeclampsia en 

modelos animales. Por lo tanto, proponemos que un posible mecanismo por el cual el Cd 

induce la preeclampsia en mujeres embarazadas es a través del aumento de los niveles 

sanguíneos de IL-6. La placenta es una de las principales fuentes de hormonas y citocinas 

proinflamatorias durante el embarazo, por lo que pensamos que el trofoblasto podría ser 

una de las principales células afectadas por la exposición al Cd. Finalmente, la evidencia 

experimental ha mostrado que el Cd es capaz de activar diversas vías de señalización 

relacionadas con la expresión de IL-6. No obstante, aún se desconoce si la exposición de 

trofoblastos al Cd induce la expresión de IL-6 así como los posibles mecanismos 

moleculares. Por lo tanto, la presente tesis se enfocó en determinar el efecto del Cd en la 

producción de IL-6 así como los mecanismos moleculares involucrados en cultivos de 

trofoblasto. 
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Hipótesis 

La exposición in vitro de células de cariocarcinoma (JEG-3) a cloruro de cadmio, inducirá 

un incremento de la secreción de IL-6 al activar las vías de MAPK a través del incremento 

en las especies reactivas de oxígeno intracelulares. 
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Objetivos 

General 

Establecer el efecto del cadmio en la expresión de IL-6, así como las vías de 

señalización que activan esta respuesta en la línea celular JEG-3, como modelo celular 

del trofoblasto. 

 

Particulares 

1. Evaluar el efecto del CdCl2 en la síntesis de IL-6 a partir de la línea celular JEG-3 

obtenida de un coriocarcinoma humano.  

2. Determinar si la exposición de células JEG-3 al CdCl2 activa las vías de señalización 

AKT, PI3K, ERK1/2 y JNK, así como a la proteína c-Jun. 

3. Caracterizar si la activación de AKT, PI3K, ERK1/2, JNK y c-Jun es responsable de la 

síntesis de IL-6 en células JEG-3 expuestas al CdCl2. 

4. Establecer si la generación de EROs es indispensable para la activación de AKT, PI3K, 

ERK1/2, JNK y c-Jun, así como para la síntesis de IL-6 en la línea celular JEG-3 

expuesta al CdCl2. 
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Metodología 

En el presente proyecto se utilizó la línea celular JEG-3 (adquirida en la ATCC, EU) 

como modelo del trofoblasto humano debido a que proviene de un coriocarcinoma humano 

y posee características bioquímicas y biológicas del sinciciotrofoblasto, tales como la 

producción de progesterona, gonadotropina coriónica humana, diversos esteroides, 

hormonas proteicas placentarias y citocinas proinflamatorias. Para el objetivo 1, estas 

células fueron expuestas a diferentes concentraciones no tóxicas de CdCl2 durante 24 horas 

y al término del periodo se cuantificó la IL-6 en el medio de cultivo con la técnica de ELISA. 

El segundo objetivo se determinó incubando las células JEG-3 con 2.5 μM de Cd durante 

diferentes tiempos. Al término de cada incubación se obtuvieron proteínas intracelulares 

para evaluar la fosforilación de ERK1/2, JNK y c-Jun mediante la técnica de Western blot. 

En lo que respecta a los objetivos 3 y 4, las células JEG-3 se incubaron con 2.5 μM 

de Cd en presencia o ausencia de inhibidores para las vías de JNK y ERK1/2, así como de 

NAC durante 6 y 24 horas. El primer periodo de incubación se utilizó para evaluar la 

activación de las vías de señalización ERK1/2, JNK y c-Jun empleando la técnica de 

Western blot, mientras que en el segundo tiempo se cuantificó la IL-6 en el medio de cultivo 

mediante la técnica de ELISA (Fig. 5). 
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Figura 4. Estrategia experimental. 

 

Línea celular 

La línea celular JEG-3 (ATCC® HTB-36TM, EUA), establecida a partir de las células 

de coriocarcinoma, se mantuvo en cultivo utilizando botellas de poliestireno de 75 cm2 

(Corning Inc., EUA) con medio de cultivo Eagle Modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO, 

EUA) con rojo de fenol (RF) y suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB; HyCloneTM, 

USA), 1 mM de piruvato de sodio (GIBCO, EUA) y una mezcla de penicilina 100 U/mL, 

estreptomicina 100 μg/mL y anfotericina B 0.25 μg/mL (HyCloneTM, EUA). Las células se 

incubaron a 37ºC en ambiente con 5% de CO2.  

Viabilidad celular 

La viabilidad de las células JEG-3 expuestas al Cd se evaluó mediante la detección de la 

enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio de cultivo por las células que 
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pierden la integridad de la membrana plasmática, empleando el estuche comercial CytoTox 

96® non-radioactive cytotoxicity assay (Promega Corp., EUA) según las instrucciones del 

fabricante. Este método se realizó en placas de 96 pozos, en los cuales se sembraron 

15,000 células/pozo por triplicado en 0.1 mL de DMEM al 5% de SFB, y se permitió que las 

células se adhirieran durante toda la noche. Al término de este periodo, el medio de cultivo 

se reemplazó por DMEM al 0.5% de SFB conteniendo distintas concentraciones de CdCl2, 

PD98059 (Millipore Sigma, EUA) y SP600125 (Cell Signaling, EUA). Debido a que los 

inhibidores fueron disueltos en dimetilsulfóxido (DMSO), se adicionó 1% de este compuesto 

a los controles negativos. Después de 24 horas de exposición se cuantificó la actividad de 

la LDH a 490 nm utilizando un lector de placas (Bio-Rad, EUA). La liberación máxima se 

obtuvo incubando las células en medio de cultivo con Tritón X-100 al 1%. Finalmente, se 

calculó el porcentaje de viabilidad con respecto al control con la siguiente formula. 

%	#$%&$'$(%( = 100	 ×	-1 − /0$&12%3$ó5	167859á51%	(1	0;<=á>$?%	'$&12%3$ó5	(1	0;< @A 

 

En el caso del NAC (Millipore, EUA), se decidió evaluar la viabilidad celular mediante 

la tinción de cristal violeta debido a que este compuesto reacciona con los reactivos para 

determinar la actividad de LDH en el medio de cultivo, dando resultados falso-positivos. Por 

lo tanto, después de transcurrido el tiempo de exposición, se agregaron 100 µl de ácido 

tricloro-acético (TCA; Merk, USA) al cultivo celular y se incubó durante 1 hora a 4° C. 

Posteriormente, se retiró el medio con TCA, para que los pozos pudieran ser lavados con 

PBS y teñir las células con cristal violeta (Millipore, EUA) al 0.2% durante 20 minutos. 

Transcurrido este tiempo, se lavaron 4 veces con agua, para que finalmente a cada pozo 

se le agregaran 100 µl de ácido acético (J. T. Baker, México) en una concentración de 10%.  

La densidad óptica del sobrenadante se midió a una absorbancia de 570 nm utilizando el 

mismo lector de placas. Los cálculos de la viabilidad se realizaron con respecto al control. 
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Exposición a Cloruro de Cadmio 

La exposición de la línea celular JEG-3 a CdCl2 se realizó con diversas concentraciones en 

un intervalo entre 0.1 y 2.5 μM durante diferentes tiempos según fuera requerido. 

Brevemente, se sembraron 300,000 células/pozo en placas de 12 pozos empleando DMEM 

con 5% de SFB y se incubaron a 37ºC en atmosfera de 5% de CO2 toda la noche para 

permitir su adherencia. Transcurrido este tiempo, el medio de cultivo fue reemplazado por 

DMEM con 0.5% de SFB, sin RF conteniendo las distintas concentraciones de CdCl2. Las 

células se incubaron según el protocolo antes descrito durante 6 o 24 horas. Los controles 

únicamente contenían medio de cultivo. Después del tiempo correspondiente, se 

recolectaron los sobrenadantes y se obtuvieron lisados celulares, los cuales fueron 

guardados a -80° C.  

 En el caso de la evaluación de las vías de señalización, las células se preincubaron 

durante dos horas en DMEM con 0.5% de SFB conteniendo NAC, SP600125 y PD98059. 

Posteriormente se agregó 2.5 μM de Cd en presencia o ausencia de estos compuestos y 

se continuo con el protocolo anterior. Las concentraciones del NAC y los inhibidores fueron 

seleccionadas con base en la viabilidad celular. El control negativo fueron células incubadas 

en presencia de 1% de DMSO. 

 

Extracción de proteínas 

Las células estimuladas se lavaron con PBS y después fueron lisadas con 70 μL de 

buffer de lisis (Cell Signaling, EUA) complementado con inhibidores de proteasas y 

fosfatasas (Complete Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail; Sigma Aldrich, EUA) 

durante 5 minutos a 4ºC. Los lisados fueron centrifugados en una centrifuga 5415R 

(Eppendorf) a 10,000 g durante 10 minutos a 4°C, y la concentración total de proteínas se 

cuantificó mediante el ensayo del ácido bicinconínico (BCA).  
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Western Blot (WB) 

Para evaluar la activación de las diferentes vías de señalización, una fracción de la 

proteína total obtenida del lisado celular (10 μg para c-Jun y 20 μg para ERK1/2 y JNK) se 

desnaturalizó en buffer de Laemmli que contenía 400 mM de ditiotreitol (DTT) a 90ºC 

durante 10 minutos. A continuación, las proteínas fueron separadas por electroforesis en 

gel de policacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS, 

durante 2.5 horas a 80V. Posteriormente, las proteínas fueron transferidas a una membrana 

de fluoruro de polivinilideno (PVDF) a 25 mA durante 16 h a 4°C. 

Después de la transferencia, las membranas se bloquearon 1 hora a temperatura 

ambiente con buffer salino-Tris contendiendo 0.1% de tween-20 (TBS-T) y 5% de albumina 

sérica bovina (BSA; Boheringer, Alemania). Posteriormente, las membranas se incubaron 

en presencia de los anticuerpos primarios específicos diluidos en TBS-T (Ver Tabla 1) a 

4ºC en agitación durante toda la noche. Transcurrido este tiempo, las membranas se 

lavaron con TBS-T (3 veces por 15 minutos) e incubaron con los anticuerpos secundarios 

apropiados conjugados con peroxidasa a una dilución de 1:10,000 en TBS-T a temperatura 

ambiente en agitación durante 1.5 horas. Para los anticuerpos primarios anti-phospho-JNK, 

anti-phospho-ERK1/2 y anti-actina se utilizó el anticuerpo secundario anti-IgG de ratón, 

mientras el anticuerpo anti-IgG de conejo se utilizó para el resto de los anticuerpos primarios 

(Jackson ImmunoResearch, EUA). Las membranas fueron lavadas tres veces con TBS-T y 

las proteínas fueron detectadas utilizando el reactivo de quimioluminiscencia Super Signal 

West Femto Substrate (Thermo Fisher Scientific, EUA), de acuerdo con las indicaciones del 

fabricante. El revelando de las membranas se realizó con el equipo C-Digit® Blot Scanner 

(LI-COR, Inc., EUA) y la intensidad de las bandas fue analizada con el programa “Image 

Studio Lite”. Los niveles de p-ERK1/2 y p-JNK se normalizaron contra ERK1/2/b-actina y 

JNK/b-actina, mientras que los niveles de p-c-Jun y c-Jun fueron normalizados únicamente 
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contra b-actina, debido a que tanto la proteína fosforilada como no fosforilada se 

incrementaron durante el estimulo de las células JEG-3 con Cd. 

 

Tabla 1. Dilución de anticuerpos. Todos los anticuerpos se diluyeron en T-TBS según lo indicado por esta tabla. 

ANTICUERPO DILUCIÓN MARCA Y NO. CATALOGO 

Phospho-SAPK/JNK 1:1000 Cell Signaling #9255 

JNK2 1:1000 Cell Signaling #9258 

Phospho-p44/42 MAPK 

(ERK1/2) 

1:1000 Cell Signaling #9106 

P44/42 MAPK (ERK1/2) 1:1000 Cell Signaling #9102 

PI3 KINASE P85 1:1000 Cell Signaling #4292 

PHOSPHO-PI3 KINASE  1:1000 Cell Signaling #4228 

AKT 1:1000 Cell Signaling #9272 

PHOSPHO-AKT 1:1000 Cell Signaling #9271 

Phospho-c-Jun 1:1000 Cell Signaling #3270 

c-Jun 1:1000 Cell Signaling #9165 

β-Actin 1:3000 Abcam Ab3280 

 

ELISA de IL-6 

La concentración de IL-6 en el medio de cultivo de las células expuestas a CdCl2 se 

cuantificó utilizando el estuche comercial IL-6 (human) ELISA kit (Enzo Life Sciences, USA), 

de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Brevemente, 100 μL de los medios de 

cultivo y de las respectivas diluciones de la curva estándar, fueron añadidos por duplicado 

a los pozos de la placa de ELISA y se incubaron en un agitador orbital a 250 rpm durante 

una hora a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, cada pozo fue lavado 3 veces 
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con 400 μL de buffer de lavado. Posteriormente, se agregaron 100 μL del anticuerpo 

secundario conjugado con peroxidasa a cada pozo y la placa se incubó nuevamente en 

agitación a temperatura ambiente durante 30 minutos. Al final de ese tiempo, los pozos 

fueron lavados tres veces mas y el desarrollo del color se realizó incubando la placa con 

100 µl de 3,3′,5,5′-Tetrametilbenzidina (TMB) por pozo durante 15 min en agitación. 

Finalmente, la reacción se detuvo al adicionar 100 µl de ácido sulfúrico al 0.16 M y la 

absorbancia de cada pozo se leyó a 450 nm con una longitud de onda de referencia de 595 

nm. 

 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico de las variables experimentales se realizó usando el programa 

estadístico GraphPad Prism versión 6 para Mac (GraphPad Software, USA, 

www.graphpad.com), en el cual se realizó un análisis de varianza de una cola (ANOVA) 

seguido por una prueba de comparación de Turkey entre todos los grupos tratados. El nivel 

máximo para α fue establecido en 0.05 y el valor expresado como p es la significancia 

existente en cada caso. Los datos se presentan como el promedio ± SEM de la 

concentración y proporción de cambio con respecto al control. 
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Resultados 

Efecto del Cadmio, inhibidores de vías de señalización y NAC en la viabilidad 

celular 

Para determinar la concentración óptima no tóxica de cloruro de cadmio para las 

células JEG-3, se determinó la viabilidad celular mediante la liberación de la LDH al medio 

de cultivo.  

Los resultados de los ensayos a 24 horas mostraron que las células mantienen una 

viabilidad superior al 90% cuando son expuestas a concentraciones menores de 2.5 µM de 

Cd. Por su parte, las concentraciones de 5 y 10 µM de Cd inducen muerte celular 

significativa con respecto al control, superando únicamente el 80% de la viabilidad (Figura 

5A). A diferencia de los resultados anteriores, los ensayos durante 48 horas mostraron que 

concentraciones superiores a 0.625 µM inducen muerte celular de manera significativa, 

reduciendo la viabilidad celular por debajo del 80% y alcanzando un 45% con las 

concentraciones de 5 μM y 10 μM (Figura 5B). 

De manera similar se determinó la viabilidad de las células JEG-3 expuestas a 

diferentes concentraciones de los inhibidores SP600125 y PD98059. Los resultados 

demostraron una viabilidad superior al 90% para todas las concentraciones evaluadas de 

ambos inhibidores, aún cuando las células son co-expuestas a la máxima concentración 

del inhibidor y 2.5 μM de Cd (Figura 6). 

Con respecto a la estimulación con NAC, la viabilidad celular no presentó cambio 

significativo, manteniéndose por arriba del 90% con las concentraciones de 5 y 10 µM. 

Asimismo, la co-exposición de las células JEG-3 con 2.5 µM de Cd y las diferentes 

concentraciones de NAC, tampoco modificaron la viabilidad celular (Figura 7). 
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Basados en estos resultados, se decidió trabajar con concentraciones menores a 

2.5 µM de Cd, 20 µM de SP600125, 50 µM de PD98059 y 5 µM de NAC durante 24 horas 

ya que no resultaron tóxicas para las células.  

 
 
Figura 5. Viabilidad Celular. Viabilidad de las células JEG-3 durante 24 (A) y 48 horas (B) incubadas con 
diferentes concentraciones de CdCl2. La viabilidad fue determinada mediante la liberación de LDH al 
medio de cultivo. Cada barra representa la media ± EE de tres exprerimentos realizados por triplicado. La 
prueba de ANOVA seguida por la prueba de Dunnett mostraron una diferencia estadísticamente 
significativa (p<0.05, *indica diferencia significativa con respecto al control). A partir de la concentración 
de 5 µM la viabilidad disminuye a menos del 90% después de 24 horas. A las 48 horas la viabilidad 
disminuye por debajo del 90% después de la concentración de 0.625 µM. 

 

 
 

Figura 6. Viabilidad de las células JEG-3 durante 24 horas incubadas con CdCl2 (2.5 µM) y los inhibidores 
SP600125 y PD98059 a diversas concentraciones. La viabilidad se determinó mediante la liberación de 
LDH al medio de cultivo. Cada barra representa la media ± EE de tres experimentos por triplicado. No hay 
diferencia estadísticamente significativa entre ninguna de las condiciones estudiadas, de acuerdo al 
análisis de los datos realizado mediante la prueba de ANOVA. 
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Figura 7. Viabilidad de las células JEG-3 durante 24 horas incubadas con CdCl2 (2.5 µM) y NAC a diversas 
concentraciones. La viabilidad se determinó mediante la técnica de cristal violeta. Cada barra representa 
la media ± EE de 3 experimentos por triplicado. No hay diferencia estadísticamente significativa, sin 
embargo si existe un menor viabilidad cuando se coincuban las células JEG-3 con cadmio y NAC. 

 

El cadmio induce la expresión de IL-6 en células JEG-3 mediante la generación 

de EROs 

Una vez establecidas las concentraciones no tóxicas, se evaluó la capacidad del Cd 

para inducir la secreción de IL-6 en las células JEG-3. La cuantificación de IL-6 se realizó 

en el medio de cultivo mediante la técnica de ELISA. Los resultados de la incubación de 

células JEG-3 con diferentes concentraciones de Cd mostraron un incremento significativo 

dosis dependiente de la secreción de IL-6 a partir de 1.2 μM (Figura 8).  
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Figura 8. Secreción de IL-6 por las células JEG-3 incubadas con diferentes concentraciones de Cd durante 
24 horas. La concentración de IL-6 se determinó en el medio de cultivo mediante ELISA. Cada barra 
representa la media ± EE de tres experimentos por duplicado. La prueba de ANOVA seguida por la prueba 
de Dunnett mostraron una diferencia estadísticamente significativa (p<0.05, *indica diferencia 
significativa con respecto al control). 

 

La determinación de IL-6 liberada al medio cuando las células JEG-3 son co-

expuestas a Cd y NAC durante 24 horas igualmente se realizó mediante la técnica de 

ELISA. Los resultados mostraron que cuando las células JEG-3 son expuestas a NAC, la 

concentración de IL-6 presente en el medio disminuye, aunque no de manera significativa 

con respecto al control. Por otra parte, cuando se co-exponen las células JEG-3 a Cd y 

NAC, se encontró una disminución significativa de IL-6 en el medio de cultivo con respecto 

a las células que fueron expuestas únicamente a Cd (Figura 9), lo que indica que el aumento 

en la expresión de Il-6 en células JEG-3 expuestas a Cd es mediado por EROs. 
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Figura 9. Secreción de IL-6 por las células JEG-3 incubadas con cadmio (2.5 µM) en presencia o ausencia 
de NAC (5 µM) durante 24 horas. La concentración de IL-6 en el medio se determinó mediante ELISA. Cada 
barra representa la media ± EE de tres experimentos por duplicado. La prueba de ANOVA seguida por la 
prueba de Dunnett mostraron una diferencia estadísticamente significativa (p<0.05, *indica diferencia 
significativa con respecto al control). 

 
La exposición de células JEG-3 al Cd activa las vías de señalización de ERK1/2, 

JNK y al factor de transcripción c-Jun pero no a AKT ni PI3K 

Con el objeto de establecer las vías de señalización activadas por el Cd, las células 

JEG-3 se expusieron a 2.5 μM de este metal durante diferentes periodos de tiempo y se 

evaluó la fosforilación de AKT, PI3K, ERK1/2 y JNK, así como el factor de transcripción c-

Jun, mediante WB. Los resultados obtenidos muestran que la exposición a Cd durante 24 

horas no induce la activación de las vías de señalización de AKT y PI3K (Figura 10). En 

contraste, las vías de señalización de ERK1/2 y JNK si mostraron un incremento de proteína 

fosforilada a la hora y a las 3 horas, respectivamente (Figura 10). 
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Figura 10. Activación de las vías de señalización en células JEG-3 incubadas con CdCl2 durante 24 horas. La 
expresión y fosforilació de las proteínas se determinó mediante la técnica de Western blot. Se utilizó b-
actina como control interno. Los pesos moleculares son JNK 46 kDa, 54 kDa; ERK1/2 42, 44 kDa; PI3K 85 
kDa; AKT 60 kDa y b-actina 42 kDa. 

 
En virtud de que solamente hubo cambio en la fosforilación de ERK1/2 y JNK, se 

decidió realizar el análisis densitométrico únicamente para estas proteínas. Los resultados 

de la cinética de tiempo mostraron que la exposición de las células JEG-3 a Cd incrementa 

la fosforilación de ERK1/2 de manera significativa a la hora de exposición y conforme 

avanza el tiempo los niveles disminuyen a valores que no muestran un aumento 

significativo, hasta alcanzar el estado basal a las 24 horas (Figura 11A). Respecto a la 

activación de JNK, se observó que existe una fosforilación de manera tiempo-dependiente, 

que es estadísticamente significativa a las 6 y 24 horas de exposición y que presenta un 

máximo de fosforilación en ambas isoformas a las 6 horas después del inicio de la 

exposición (Figura 11B). 
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Figura 11. Inducción de la fosforilación de ERK1/2 y JNK en células JEG-3. Una vez que las células JEG-3 
fueron incubadas con cadmio durante diferentes tiempos, la expresión y fosforilacion de ERK1/2 (A) y JNK 
(B) se determinó mediante Western blot. Se utilizó b-actina como control interno. La cuantificación se 
realizó por densitometría, y sus valores se normalizaron contra los niveles del control interno, 
expresandose como unidades relativas de densitometría con respecto a los valores del control. Cada barra 
representa la media ± EE de tres experimentos por triplicado. La prueba de ANOVA seguida por la prueba 
de Dunnett mostraron diferencia significativa (p<0.05, * indica diferencia significativa con respecto al 
vehículo). 

 

En relación con la activación del factor de transcripción c-Jun, los resultados 

mostraron que tanto su expresión, así como su fosforilación aumentan con respecto al 

tiempo, alcanzando un incremento máximo estadísticamente significativo a las 6 horas 

(Figura 12). 

 
 

Figura 12. Activación de c-Jun en células JEG-3 incubadas con CdCl2 durante diferentes tiempos. La 
expresión de la proteina y su activación se determinó mediante Western blot (A) en el cual se utilizó b-
actina como control interno. Los pesos moleculares determinados son c-Jun 43, 48 kDa y b-actina 42 kDa. 
La cuantificación se realizó por densitometría, y sus valores se normalizaron contra los niveles del control 
interno, expresandose como unidades relativas de densitometría con respecto a los valores del control (B). 
Cada barra representa la media ± EE de tres experimentos por triplicado. La prueba de ANOVA seguida 
por la prueba de Dunnett mostraron diferencia significativa (p<0.05, * indica diferencia significativa con 
respecto al vehículo). 
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La secreción de IL-6 en células JEG-3 expuestas al cadmio depende de la 

activación de ERK1/2 pero es independiente de la vía de JNK 

Para determinar cuál de las vías activadas por Cd induce la fosforilación de c-Jun y 

la secreción de IL-6, las células JEG-3 fueron incubadas con 2.5 μM de Cd en presencia o 

ausencia de los inhibidores de las vías de JNK y ERK1/2. Los resultados mostraron que la 

exposición de las células al Cd en presencia del inhibidor de JNK, SP600125, disminuye la 

expresión y activación de c-Jun casi por completo. En contraste, con inhibidor de ERK1/2, 

PD98059, se observó una disminución de la expresión y activación moderada, la cual fue 

estadísticamente significativa con respecto a las células que fueron estimuladas solamente 

con Cd (Figura 13A y B).  

 
 

Figura 13. Activación de c-Jun en células JEG-3 incubadas con cadmio e inhibidores durante 6 horas. La 
expresión y activación de las proteinas se determinó mediante Western blot (A). Se utilizó b-actina como 
control interno. Los pesos moleculares determinados son c-Jun 43, 48 kDa y b-actina 42 kDa. La 
cuantificación se realizó por densitometría, y sus valores se normalizaron contra los niveles del control 
interno, expresandose como unidades relativas de densitometría con respecto a los valores del control (B). 
Cada barra representa la media ± EE de tres experimentos por triplicado. La prueba de ANOVA seguida 
por la prueba de Dunnett mostró diferencia significativa (p<0.05) (Diferentes letras representa una 
diferencia significativa). 

0
2
4
6
8

10

15

20

25

R
az

ón
 d

e 
ca

m
bi

o

p-c-Jun/actina
c-Jun/actina

DMSO

CdCl2

-

-
+ +

+
+

+

SP600125

PD98059

-

+ + +
+ - -

- - -+ +
- - - + +

A

B

a a

a

aA A

A
A

b

B

c C

Actina

c-Jun

p-c-Jun



Resultados 

 58 

 

Finalmente, se evaluó la concentración de IL-6 presente en el medio de cultivo 

después de 24 horas de co-exposición con Cd y los inhibidores. En los resultados se 

observó que cuando las células son co-expuestas con el inhibidor de JNK, SP600125, la 

concentración de IL-6 aumenta de manera significativa, aún a niveles superiores a los 

encontrados en células expuestas únicamente a Cd. Por el contrario, cuando las células se 

exponen al inhibidor para ERK1/2, PD98059, la concentración de IL-6 disminuyó 

significativa con respecto a las células expuestas únicamente a cadmio, alcanzando valores 

similares al control (Figura 14). 

 

 
 

Figura 14. Secreción de IL-6 por las células JEG-3 incubadas con cadmio (2.5 µM) en presencia o ausencia 
de los inhibidores SP600125 y PD98059 durante 24 horas. La concentración de IL-6 en el medio se 
determinó mediante ELISA. Cada barra representa la media ± EE de tres experimentos por duplicado. La 
prueba de ANOVA seguida por la prueba de Dunnett mostró diferencia significativa (p<0.05) (Diferentes 
letras representa una diferencia significativa). 
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Discusión 

La PE es una complicación obstétrica que se presenta hasta en un 10% de todos 

los embarazos a nivel mundial y es un síndrome que se considera especialmente 

preocupante debido a que es la primera causa de morbi-mortalidad materna181. 

Desafortunadamente y aún con todos los estudios que se han realizado hasta hoy, su 

etiología no se ha definido completamente. 

Por otra parte, la asociación entre el aumento de contaminantes y el incremento de 

este padecimiento obstétrico ha interesado de sobremanera por la posible influencia que 

éstos puedan tener en su desarrollo. Con respecto a esto, se ha logrado asociar el 

incremento en el riesgo de padecer PE con factores ambientales tales como bajo consumo 

de calcio182, contaminación del aire183 o exposición a metales pesados179. 

En relación con los metales pesados se ha encontrado una particular asociación 

entre las elevadas concentraciones corporales de cadmio y el riesgo de padecer 

preeclampsia178,184,185 . Asimismo, hay evidencia de que la exposición al cadmio induce en 

animales la aparición de preeclampsia186,187, aunque los mecanismos específicos por los 

cuales este metal podría inducir la PE en humanos no han sido esclarecidos. Esta 

asociación es de particular interés debido a que la cantidad de cadmio a la que la población 

está expuesta actualmente se ha incrementado mediante los alimentos y el aire178. Conocer 

la manera por la cual el Cd podría influir en la aparición de la PE puede contribuir al 

desarrollo de fármacos o estrategias de suplementación dietética para prevenir los efectos 

tóxicos de este metal durante el embarazo. 

Se considera que la capacidad del Cd para iniciar una respuesta inflamatoria podría 

ser un factor que favorezca la aparición de la PE, debido a que este metal induce la 

secreción de citocinas proinflamatorias tales como IL-6 en astrocitos, células U-87 MG, 

células THP1 y células epiteliales de vías aéreas77,143,188, y además es una molécula soluble 
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frecuentemente encontrado en cantidades elevadas en el torrente sanguíneo en mujeres 

con PE. A su vez, se ha reportado que la IL-6 puede ser secretada por el trofoblasto en 

respuesta a diversos agentes como la IL-1b189, virus190, lipopolisacarido191 o hipoxia192. 

En la presente tesis doctoral se utilizó la línea celular JEG-3, la cual es derivada de 

un coriocarcinoma, que, aunque proviene de un tumor, mantiene características del tipo 

celular que le da origen, principalmente la de un citotrofoblasto, que es la célula de la que 

se diferencian el resto de los subtipos del trofoblasto193; además tiene la capacidad de 

producir hormonas como la gonadotropina coriónica humana y citocinas proinflamatorias 

como la IL-6193,194 . Por lo anterior y considerando que el citotrofoblasto se mantiene muy 

activo durante todo el embarazo21, concluimos que el modelo celular JEG-3 es apropiado 

para determinar si el cadmio es capaz de inducir la secreción de IL-6 y estudiar los 

mecanismos moleculares que se activan durante esta respuesta incluidas las vías de 

señalización.  

En primera instancia, nuestros resultados demostraron que el efecto del Cd en las 

células JEG-3 depende de la concentración y del tiempo de exposición, como se puede 

observar en las gráficas de viabilidad. De hecho, estudios previos concuerdan con nuestros 

resultados, ya que Hu y colaboradores demostraron reducción del 80% de la vialidad al 

exponer esta misma línea celular a concentraciones mayores a 10 µM de Cd78. Es 

importante mencionar que se ha demostrado que el Cd se acumula en la placenta y puede 

alcanzar niveles entre 10 a 20 veces mayor de lo que se ha encontrado en sangre 

materna195. Debido a esto y al hecho de que las concentraciones séricas reportadas de Cd 

en mujeres con PE se encuentran entre 6.76 y 334.96 nM180,187, podemos decir que la 

concentración de 2.5 µM utilizada en este estudio se encuentran en el rango observado en 

placentas de mujeres con PE. Sin embargo, es necesario considerar que el microambiente 

no es idéntico por lo que la respuesta in vivo puede ser diferente, por lo que es necesario 

realizar experimentos utilizando modelos animales. 
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Por otra parte, los resultados de nuestro estudio también demostraron que las 

células JEG-3 secretan constitutivamente IL-6 y que al ser expuestas al Cd se induce una 

secreción dosis dependiente de esta citocina. Ahora bien, estudios previos demostraron 

que la incubación de células JEG-3 en presencia de Cd incrementa la expresión del mRNA 

de IL-678. Considerando en conjunto estos resultados podemos concluir que el incremento 

de IL-6 en trofoblastos expuestos a Cd es a nivel de transcripción que correlaciona con un 

aumento de la traducción. Durante la preeclampsia, la IL-6 también es secretada por células 

de la decidua196, por lo que es necesario estudiar si el Cd también induce la secreción de 

IL-6 en estas células. 

El Cd no es capaz de generar directamente radicales libres, sin embargo aumenta 

la cantidad de superóxido, peróxido de hidrógeno y radicales hidroxilo debido a que 

contribuye a la depleción de glutatión y grupos sulfihídrilo197, disminuye la actividad de los 

complejos II y III en la mitocondria y dispara el aumento de proteínas mal plegadas198, lo 

que ocasiona un incremento de EROs en la célula, aún en periodos cortos de exposición199. 

Asimismo, se ha demostrado que el incremento del estrés oxidativo provocado por el Cd 

induce la secreción de citocinas proinflamatorias, en particular de IL-651. Por otra parte, se 

ha comprobado en neuronas, células renales y de pulmón, que disminuir estos efectos 

oxidativos del Cd, reduce la activación de vías de señalización y la secreción de citocinas 

proinflamatorias51. Por esta razón evaluamos si en el caso de las células del trofoblasto, la 

producción de IL-6 depende de la generación de EROs a partir de la exposición a Cd. Para 

ello co-incubamos a las células JEG-3 con NAC, que es un compuesto capaz de eliminar 

las especies reactivas de oxígeno200 mediante el aumento de la capacidad reductora 

intracelular201. Los efectos del NAC se ven reflejados en una disminución de las especies 

oxidantes como el ácido hipocloroso, radical hidroxilo y peróxido de hidrógeno, aunados a 

una inhibición de la oxidación del óxido nítrico, peroxinitrito y ácidos hipohalosos200. 

Nuestros datos mostraron que la secreción de IL-6 inducida por el Cd disminuye 
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significativamente al coincubarse con NAC. De manera interesante, la incubación 

únicamente con NAC también disminuye la producción basal de IL-6, posiblemente por una 

reducción del estado oxidativo normal causado por la respiración u otros procesos 

celulares. Con base en estos resultados podemos concluir que el Cd induce la expresión 

de IL-6 mediante la generación de especies reactivas de oxígeno. 

Reportes previos han indicado que el Cd es capaz de activar diversas vías de 

señalización entre las que se encuentran principalmente PI3K202, AKT78 y MAPK (ERK 1/2 

y JNK203), por lo que se decidió evaluar, utilizando Western Blot, el efecto del Cd en la 

activación de estas vías en las células JEG-3. Los resultados obtenidos demostraron que 

la exposición de células JEG-3 a Cd (2.5 µM) no induce la activación de las vías de PI3K y 

AKT, por lo que dichas vías no están involucradas la secreción de IL-6 dependiente de Cd 

en células JEG-3. Este resultado no concuerda con lo reportado previamente por Hu y 

colaboradores, ya que ellos encontraron que el Cd es capaz de activar la vía de AKT. 

Probablemente esta discrepancia es debida a las concentraciones empleadas en ambos 

estudios ya que en el trabajo de Hu y colaboradores se utilizaron concentraciones de Cd 

hasta 10 veces mayor (25 µM) a lo que nosotros utilizamos. Es posible que la activación de 

la vía de AKT a concentraciones elevadas se deba a la activación de la vía de mTOR y 

señalización mitocondrial que conduce a la muerte celular por apoptosis204, ya que la 

viabilidad en este estudio es menor al 80%78, además de haberse demostrado previamente 

que concentraciones de Cd mayores a 10 µM inducen apoptosis204. 

Por otra parte, se observó una activación de las vías señalización JNK y ERK1/2, 

como se ha demostrado en estudios previos con distintos tipos celulares como neuronas203, 

células renales205, células de pulmón206 e incluso en trofoblasto de rata95. Tanto JNK como 

ERK1/2 son MAPKs capaces de activar al factor de transcripción AP-1, cuya activación por 

Cd ha sido reportada anteriormente 140. Este factor de transcripción heterodimérico está 

formado por c-Fos y c-Jun, de los cuales c-Jun es activado tanto por ERK1/2 como por JNK. 
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Asimismo, AP-1 activa la expresión de IL-6, por lo que se decidió estudiar la activación de 

c-Jun cuando las células JEG-3 son expuestas al Cd. La activación de c-Jun tiene una 

cinética similar a lo observado con JNK, sin embargo, en este caso no sólo se incrementó 

la fosforilación, sino que además se indujo un aumento en la expresión de la proteína no 

fosforilada. Ambas, tanto la expresión como la fosforilación tienen un máximo a las 6 horas, 

disminuyendo a niveles similares al control a las 24 horas. Estos resultados concuerdan 

con reportes previos en los que la exposición a Cd induce tanto la expresión como la 

activación de c-Jun en mioblastos207 y epitelio de próstata208. 

El efecto de la activación de la JNK y ERK1/2 en la fosforilación y expresión de c-

Jun y la secreción de IL-6 a partir de células JEG-3, fue estudiado utilizando los inhibidores 

específicos para estas vías. La inhibición de JNK mediante SP600125, el cual bloquea 

directamente la activación de esta molécula, mostró de manera contraria a lo esperado, que 

la secreción de IL-6 aumenta mientras que la fosforilación y expresión de c-Jun disminuye 

a niveles basales. En relación con la inhibición de la vía de ERK1/2 empleando PD98059, 

el cual bloquea la actividad de MEK que es la cinasa encargada de activar a ERK1/2, se 

encontró que a pesar de que la fosforilación y expresión de c-Jun disminuyen 

significativamente, estas no logran alcanzar lo niveles basales y sólo es en un 50% con 

respecto a la expresión y fosforilación inducida por la estimulación con Cd en ausencia del 

inhibidor. Por su parte, PD98059 inhibe significativamente la producción de IL-6 a partir de 

células JEG-3 estimuladas con Cd. 

Considerando en conjunto estos datos, se puede observar que estas vías tienen 

efectos opuesto en la inducción de IL-6, ya que la activación de JNK desempeña un papel 

inhibitorio, mientras que ERK1/2 estimula la secreción de esta citocina proinflamatoria, 

siendo el efecto final el incremento de la producción de IL-6. Asimismo, el efecto observado 

en la expresión y fosforilación de c-Jun demuestra que la secreción de IL-6 ocurre de 

manera independiente a la activación de esta molécula. 
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De manera interesante, nuestros resultados mostraron que la activación de JNK 

puede inducir un efecto supresor en la producción de IL-6 a partir de células trofoblásticas. 

Este efecto inhibitorio ha sido descrito previamente en osteoblastos estimulados con IL-1209, 

sin embargo, el mecanismo molecular no ha sido descrito completamente. Se ha propuesto 

que una intercomunicación entre JNK y un punto entre las vías de IκB/NFκB y AMPK es 

responsable de la inhibición de IL-6, por lo tanto, es necesario realizar experimentos 

adicionales para confirmar si este mecanismo también ocurre en trofoblastos expuestos a 

Cd. 

Los resultados obtenidos en este proyecto demuestran que la inducción de IL-6 en 

células JEG-3 expuestas a Cd depende de la generación de EROs y la activación de 

ERK1/2. Asimismo, se sabe que la fosforilación y translocación al núcleo de ERK1/2 activa 

diversos factores de transcripción como son la proteína especifica 1 (SP1), el factor 

activador de la transcripción 2 (ATF2), el factor regulador 1 del interferón (IRF1), el elemento 

de respuesta a AMPc (CREB) y NF-κB, los cuales son capaces de inducir la producción de 

IL-6 en diversos tipos celulares210–213, por lo tanto proponemos que ERK1/2 puede inducir 

la producción de IL-6 activando alguna de estos factores de transcripción. No obstante, es 

necesario realizar otros estudios para confirmar nuestra hipótesis. 

Finalmente, con la información obtenida de este proyecto se propone un modelo 

para explicar el efecto del Cd en la inducción de IL-6 durante la preeclampsia. En este 

modelo, la exposición del trofoblasto al Cd ocasiona un incremento del estrés oxidativo 

dando como resultado la generación de EROs, las cuales activan al menos dos vías de 

señalización, la de JNK y la de ERK1/2. La activación de JNK de igual manera activa la 

expresión y activación del factor de transcripción c-Jun. Ambas vías de señalización tienen 

el potencial de inducir la secreción de IL-6, sin embargo, sólo la activación de ERK1/2 

incrementa la expresión de IL-6 a través de factores de transcripción diferentes a c-Jun 

(Fig.13).  
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Figura 15. Modelo de inducción de IL-6 por Cd en trofoblasto. 
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Conclusiones 

 

La exposición al cadmio de las células JEG-3 incrementa la síntesis de IL-6 a través de la 

activación de la vía de señalización de ERK1/2, mediada por la generación de especies 

reactivas. Que, si bien estas especies reactivas de oxígeno activan también la vía de JNK, 

ésta no ejerce un efecto estimulante sobre la expresión de IL-6 en el trofoblasto. Asimismo, 

c-Jun es activado cuando las células JEG-3 son expuestas a cadmio, no obstante, este 

factor de transcripción no regula la expresión de IL-6 inducida por Cd.  
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A B S T R A C T

Maternal exposure to cadmium (Cd) has been associated with preeclampsia (PE), which is a multisystemic
disorder characterized by endothelial dysfunction. Elevated interleukin (IL)-6 expression is linked to PE and has
been suggested to contribute to maternal endothelial dysfunction. Cd induces IL-6 production in various cell
types through different signaling pathways. Thus, this study was designed to investigate the effect of Cd on IL-6
production and the underlying mechanisms in a trophoblast-derived cell line. Cultured JEG-3 trophoblast cells
were exposed to non-toxic concentrations of CdCl2 in the presence or absence of various MAPK inhibitors or N-
Acetyl-L-cysteine (NAC). IL-6 was measured by ELISA. Phosphorylation of ERK1/2, JNK, and c-Jun was assessed
by Western blotting. Cd exposure induced IL-6 production and increased ERK1/2, JNK, and c-Jun phosphor-
ylation. NAC and the inhibition of ERK1/2 significantly reduced Cd-induced IL-6 production. These data indicate
that Cd induces IL-6 production in trophoblast cells through a ROS-dependent activation of ERK1/2.

1. Introduction

Cadmium (Cd) is a toxic metal that is released to the environment
through industrial activities such as smelting, mineral mining, phos-
phate fertilizers production, and fossil-fuel combustion [1]. It also ac-
cumulates in the environment due to the improper disposal of products
such as nickel-cadmium batteries, pigments, and plastics. Another
source of Cd exposure is tobacco smoke [2,3]. Once absorbed, Cd has a
long half-life in the human body and accumulates in various organs
such as kidney, liver, bone, and placenta [4]. Epidemiological data have
associated Cd with several pathological conditions including hy-
pertension, renal disease, cancer, and neurological damage [5–8].
During pregnancy, Cd can cross the placental barrier; therefore, it can
adversely affect both the mother and the fetus. Exposure to this metal in
utero is associated with low birth weight, malformations, decreased
neonatal length, and poor childhood neurobehavioral and psychosocial
development [9–11]; while maternal exposure to Cd has been

associated with preterm delivery and preeclampsia (PE) [12–15].
PE is a multisystemic disorder characterized mainly by new-onset

hypertension and proteinuria, or new-onset hypertension and organs
dysfunction occurring after 20 weeks of gestation. PE affects about
3–8% of all pregnancies and is the leading cause of maternal and
perinatal morbidity and mortality worldwide [16,17]. Although its
etiology remains unclear, a two-stage model has been proposed to ex-
plain its physiopathology. Stage 1 consists of placental ischemia re-
sulted from incomplete uterine spiral artery remodeling due to a
shallow invasion of the trophoblast into the uterine muscle layers;
while stage 2 includes the clinical manifestations of the maternal syn-
drome of PE characterized by systemic inflammation and endothelial
dysfunction [18,19]. It has been proposed that shedding of syncytio-
trophoblast basement membranes or an increased synthesis and release
of placental soluble factors are the linkage between placental ischemia
and maternal vascular dysfunction [20,21].

PE is associated with chronic inflammation characterized by
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increased interleukin (IL)-6 and tumor necrosis factor α levels in both
placenta and maternal serum of preeclamptic women [22,23]. Ad-
ditionally, chronic placental hypoperfusion in pregnant rats is asso-
ciated with increased IL-6 production, while a chronic infusion of IL-6
into normal pregnant rats significantly increases arterial pressure [24].
Furthermore, IL-6 contributes to endothelial dysfunction and hy-
pertension during PE by increasing adhesion molecules and endothelial
cell permeability, recruiting immune cells that release oxidative stress
molecules, production of anti-angiogenic factors, and stimulating B cell
production of agonistic autoantibodies against angiotensin II type I
receptor [17,25].

During PE, the placenta is one of the major sources of IL-6 secretion.
Ex vivo experiments using a placental dual perfusion system as a model
of PE demonstrated that hypoxia conditions increase the secretion of IL-
6 through the induction of oxidative stress [26]. Furthermore, in vitro
studies with trophoblasts isolated from placentas of preeclamptic pa-
tients showed that hypoxic conditions induce the expression of IL-6
[27].

A number of different cell types produce IL-6 in response to multiple
signal transduction pathways triggered by various stimuli [28]. Speci-
fically, mitogen-activated protein kinases (MAPKs), which are a family
of Ser/Thr kinases, have been implicated in the induction of IL-6 in
HaCaT cells, astrocytes, and cardiac and lung fibroblasts [29–32]. There
are at least three subfamilies of MAPKs, including the extracellular
signal-regulated kinases (ERK), c-Jun N-terminal kinases (JNK) and
p38, which can be activated by different stimuli such as infectious
agents and environmental factors [33,34].

Cd exposure activates MAPK signaling in different cell culture
models via the induction of reactive oxygen species [35–38]. Also, Cd
stimulates IL-6 expression in astrocytes, endothelial cells, THP-1
monocytic cells, and HepG2 cells [31,39,40]. However, whether Cd is
capable of inducing IL-6 expression in trophoblast cells as well as its
intracellular mechanisms have not yet been studied. Thus, this study
was conducted to determine if exposure to Cd induces the expression of
IL-6 in human placental JEG-3 trophoblast cells, as well as the me-
chanism and signaling pathways that are activated.

2. Material and methods

2.1. Reagents and antibodies

Cadmium chloride, DMSO, N-Acetyl-L-cysteine (NAC), PD 98059-
Calbiochem (MAP Kinase Kinase inhibitor), and Complete, Mini, EDTA-
free Protease Inhibitor Cocktail Tablets were purchased from
MilliporeSigma (St. Louis, MO, USA). SP600125 (JNK-1, -2, and -3 in-
hibitor), Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (E10)
Mouse mAb, p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody, Phospho-SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185) (G9) Mouse mAb, JNK2 (56G8) Rabbit mAb,
Phospho-c-Jun (Ser73) (D47G9) XP® Rabbit mAb, c-Jun (60A8) Rabbit
mAb, and Cell Lysis Buffer (10X) were purchased from Cell Signaling
Technology, Inc. (Danvers, MA, USA). The Anti-beta actin monoclonal
antibody was purchased from Abcam Inc. (Cambridge, MA, USA). Goat
anti-rabbit IgG and goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase-con-
jugates (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc., West Grove, PA,
USA) were used as secondary antibodies. HyClone™ Dulbecco’s
Modified Eagle’s medium (DMEM), Gibco™ sodium pyruvate, HyClone™

antibiotic-antimycotic solution, HyClone™ fetal bovine serum (FBS),
Pierce™ BCA Protein Assay Kit and SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate were purchased from Thermo Fisher
Scientific (Waltham, MA, USA). Amersham™ Hybond-P PVDF mem-
brane was purchased from GE Healthcare Bio-Sciences (Pittsburgh, PA,
USA). Human IL-6 ELISA kit was purchased from Enzo Life Sciences,
Inc. (Farmingdale, NY, USA). CytoTox 96® Non-Radioactive
Cytotoxicity Assay was purchased from Promega Corp. (Madison, WI,
USA).

2.2. Cell culture

The human choriocarcinoma cell line JEG-3 (ATCC® HTB-36™) was
purchased from the American Type Culture Collection (ATCC,
Manassas, VA, USA). Cells were grown in DMEM supplemented with
1mM sodium pyruvate, antibiotic-antimycotic solution and 5% FBS at
37 °C in 5% CO2.

2.3. Cell viability assay

The cytotoxic effect of CdCl2, PD 98059 (Erk inhibitor), and
SP600125 (JNK inhibitor) were analyzed by measuring lactate dehy-
drogenase (LDH) leakage into the medium using the CytoTox 96® Non-
Radioactive Cytotoxicity Assay, following the manufacturer’s instruc-
tions. Briefly, 1.5×10 4 cells were plated in a 96-well tissue culture
plate in triplicate and incubated in culture media with 5% FBS over-
night to allow attachment. Then, cells were exposed to different doses
of CdCl2, PD 98059, or SP600125 in phenol red-free DMEM with 0.5%
FBS for 24 h. When incubation was finished, LDH activity in cell su-
pernatants was measured by spectrophotometry at 490 nm. Maximal
LDH release was determined from cells lysed with 1% Triton X-100.
Cytotoxicity of DMSO used for the dilution of the different inhibitors
was also evaluated (data not shown). Cells cultured in DMEM alone
were used as controls for the spontaneous release of LDH. The per-
centage of viability was calculated as %viability= 100 x (1 - (sponta-
neous release of LDH/maximum release of LDH)).

2.4. Cell treatments

JEG-3 cells were seeded in 12-well tissue culture plates at a density
of 3×10 5 cells per well and exposed to different conditions at 37 °C in
phenol red-free DMEM containing 0.5% FBS. To investigate the effect of
Cd exposure on IL-6 production, cells were incubated for 24 h with
different concentrations of CdCl2 (0.6, 1.2, 2.5 μM). To determine the
signaling pathways activated by Cd, cells were exposed for different
time periods (0, 1, 3, 6, and 24 h) to 2.5 μM of CdCl2. To identify which
signaling pathway is responsible for Cd-induced IL-6 production, cells
were starved in 0.5% FBS/DMEM for 2 h and pretreated for 2 h with
SP600125 (20 μM) or PD98059 (50 μM). Afterward, cells were exposed
to 2.5 μM of CdCl2 in the presence or absence of both inhibitors for 6
and 24 h. Finally, to study whether intracellular reactive oxygen species
(ROS) generation is required for Cd-induced IL-6 production, cells were
starved in 0.5% FBS/DMEM for 2 h and pretreated for 2 h with 5mM of
the ROS scavenger, NAC. Then, cells were incubated for 6 and 24 h with
to 2.5 μM of CdCl2 in the presence or absence of NAC. After the in-
cubation periods, supernatants were harvested for IL-6 determination
and total proteins were extracted for Western blotting. The optimal
concentration of CdCl2, PD 98059, and SP600125 were selected based
on cell viability experiments. DMSO was added at a final concentration
no greater than 0.1% as solvent control for SP600125 and PD98059
treatments.

2.5. Protein extraction

Protein extracts were prepared by resuspending the cells in 1X lysis
buffer containing complete-mini™ (EDTA-free) protease inhibitor cock-
tail and incubated on ice for 5min. Lysates were centrifuged for 10min
at 10,000 rpm, and the supernatants were analyzed for total and
phosphorylated JNK, ERK1/2, and c-Jun by Western blotting. Total
protein concentration of whole cell lysates was measured by the Pierce
BCA Assay, following the manufacturer’s instructions.

2.6. Western blot analysis

Protein extracts (10 μg for c-Jun or 20 μg for ERK1/2 and JNK) were
separated by 10% sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel
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electrophoresis and transferred to Hybond-P PVDF membranes. Non-
specific binding was minimized by blocking the membrane for 1 h at
room temperature with blocking buffer (5% bovine serum albumin in
Tris-buffered saline containing 0.1% Tween-20, pH 7.5). Primary
monoclonal antibodies against p-JNK, JNK, p-ERK1/2, ERK1/2, p-c-
Jun, and c-Jun were used at 1:1000 dilution overnight at 4 °C. For β-
actin detection, the monoclonal antibody was used at 1:3000 dilution
overnight at 4 °C. Primary antibodies were detected using goat anti-
rabbit IgG or goat anti-mouse IgG horseradish peroxidase-conjugates at
1:10,000 dilution, and the blots were developed using the SuperSignal
West Femto chemiluminescent substrate. The intensity of the resulting
bands was measured by densitometry using the ImageJ software. Levels
of p-ERK1/2 and p-JNK were normalized against ERK1/2/β-actin and
JNK/β-actin ratio, respectively; while c- Jun and p-c-Jun levels were
normalized against β-actin.

2.7. IL-6 ELISA

IL-6 protein level in culture media was determined using a com-
mercial ELISA kit based on a two-step sandwich enzyme-linked im-
munosorbent assay, according to the manufacturer’s protocol. All
samples were used without dilution and assayed in duplicate.

2.8. Statistical analysis

All statistical analyzes were performed using GraphPad Prism ver-
sion 6.00 for Mac (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA, www.
graphpad.com). Results are presented as mean ± SEM of IL-6 con-
centration values or fold changed relative to control. The Shapiro-Wilk
test was used to confirm that all data were normally distributed. Data
were analyzed by using the one-way analysis of variance test followed
by Tukey’s test for means comparison between all treatment groups. A
P-value of< 0.05 was considered as statistically significant. All ex-
periments were repeated at least three times.

3. Results

3.1. Effect of cadmium exposure on cell viability

Non-toxic doses were selected based on cell viability after 24 h in-
cubation with different concentrations of CdCl2. Non-cytotoxic doses
were defined as the maximum concentration allowing cell viability
greater than 90%. Viability of the JEG-3 cells decreased in a dose-de-
pendent manner. No cytotoxicity was detected after incubation with
2.5, 1.2, and 0.6 μM of CdCl2 (Fig. 1); therefore, a maximum

concentration of 2.5 μM was selected for further experiments.

3.2. Cadmium induces IL-6 production through ROS generation in JEG-3
cells

Low levels of IL-6 were released by JEG-3 cells into the culture
medium under basal conditions. There was a dose-dependent increase
in IL-6 production after CdCl2 exposure for 24 h. Incubation of JEG-3
cells with 1.2 and 2.5 μM of CdCl2 resulted in a significantly increased
IL-6 synthesis of 1.8- and 2.6-fold, respectively (Fig. 2A). Co-incubation
of JEG-3 cells with CdCl2 (2.5 μM) in the presence of NAC (5mM) for
24 h resulted in a significant reduction of IL-6 secretion compared with
JEG-3 cells incubated with Cd alone (Fig. 2B).

3.3. Effect of cadmium exposure on ERK1/2, JNK and c-Jun
phosphorylation in JEG-3 cells

Incubation of JEG-3 cells in the presence of CdCl2 at 2.5 μM sig-
nificantly increased ERK1/2 phosphorylation at 1 h (Fig. 3A and D);
while a time-dependent phosphorylation of JNK and c-Jun was ob-
served with a significant increase at 6 h after Cd exposure (Fig. 3B, C, E
and F). Interestingly, levels of total c-Jun were also significantly in-
creased in a time-dependent manner with a maximum at 6 h (Fig. 3C
and F).

Fig. 1. Effect of Cd on JEG-3 trophoblast cells viability. Cells were exposed to
different concentrations of Cd for 24 h. Viability was determined by measuring
LDH leakage into the medium. The results represent the mean ± SEM of three
independent experiments. Different letters above the bars indicate significant
differences (p < 0.05), as determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s
test.

Fig. 2. Cd induces IL-6 production in JEG-3 trophoblast cells through ROS
generation. JEG-3 cells were incubated with different concentrations of CdCl2
(A) or 2.5 μM CdCl2 in the presence of 5mM NAC (B) for 24 h. IL-6 levels were
quantified by ELISA in culture media. The results represent the mean ± SEM of
three independent experiments. Different letters above the bars indicate sig-
nificant differences (p < 0.05), as determined by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test.
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3.4. IL-6 production induced by cadmium is independent of JNK activation
in JEG-3 cells

To determine whether Cd-induced c-Jun phosphorylation, total c-
Jun expression, and IL-6 production are mediated by JNK activation,
JEG-3 cells were incubated with 2.5 μM of CdCl2 in the presence or
absence of SP600125 (20 μM). SP600125 alone had no significant effect
on basal c-Jun phosphorylation (Fig. 4A and B) as well as IL-6 pro-
duction (Fig. 4C) after 6 and 24 h incubation, respectively. Basal total c-
Jun expression was slightly but not significantly reduced after 6 h in-
cubation with SP600125 (Fig. 4A and B).

Incubation of JEG-3 cells with CdCl2 in the presence of SP600125
resulted in a significant decrease in c-Jun phosphorylation and total c-
Jun expression to slightly above basal levels (Fig. 4A and B). In con-
trast, IL-6 production was significantly enhanced above the level ob-
served in cells exposed to CdCl2 alone (Fig. 4C).

3.5. Cadmium-induced IL-6 production requires ERK1/2 activation in JEG-
3 cells

PD 98059 was used to investigate whether ERK1/2 pathway is in-
volved in Cd-induced IL-6 production as well as c-Jun expression and
phosphorylation. Incubation of JEG-3 cells with ERK1/2 inhibitor alone
slightly but not significantly reduced basal total c-Jun expression
(Fig. 4A and B) and IL-6 production (Fig. 4C) after 6 and 24 h, re-
spectively. No effect was observed on basal c-Jun phosphorylation after

6 h exposure (Fig. 4A and B).
Inhibition of ERK1/2 in the presence of 2.5 μM of CdCl2 significantly

decreased IL-6 production (Fig. 4C) to basal levels after 24 h incubation.
In contrast, c-Jun expression and phosphorylation were significantly
reduced but did not return to basal levels (Fig. 4A and B); therefore, a
significant difference was also observed when compared to untreated or
PD89059-alone treated cells.

4. Discussion

Epidemiological studies have shown that Cd exposure of pregnant
women is associated with PE [12,13,15]. However, the underlying
molecular mechanisms have not been completely elucidated. Under-
standing these mechanisms could eventually lead to the development of
pharmacological or diet supplementation strategies to prevent the ad-
verse effects of Cd in this syndrome.

It has been proposed that soluble factors such as IL-6 released from
ischemic placenta into the circulation contribute to the endothelial
dysfunction observed in PE [20]. IL-6 is secreted by trophoblast cells in
response to IL-1β, lipopolysaccharide, virus infection, heat-inactivated
bacteria, and hypoxia, indicating that different stimuli can control the
expression of IL-6 in the placenta [26,41–43]. Additionally, several
studies have shown that Cd exposure induces IL-6 secretion in various
cell types [44]. In this study, we demonstrated that non-toxic con-
centrations of Cd induce IL-6 production in human placental JEG-3
choriocarcinoma cell line.

Fig. 3. Cd-induced activation of ERK1/2, JNK
and c-Jun pathways in JEG-3 trophoblast cells.
JEG-3 cells were incubated with 2.5 μM CdCl2
for different times. Total and phosphorylated
ERk1/2 (A), JNK (B), and c-Jun (C) levels were
detected by Western blotting. β-actin was used
as protein loading control. Quantitation of total
and phosphorylated protein was performed by
densitometry (D, E, and F). The values are ex-
pressed as relative densitometric units with
respect to control. The results represent the
mean ± SEM of three independent experi-
ments. Different letters above the bars indicate
significant differences (p < 0.05), as de-
termined by one-way ANOVA followed by
Tukey’s test. Lowercase letters are used for
comparisons among 54 kDa (E) or p-c-Jun (F)
while uppercase letters are used to compare
means among 46 kDa (E) or c-Jun (F).
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In vivo studies in rat and mouse models have identified that Cd
induces PE and PE-like symptoms through different mechanisms, in-
cluding increased proinflammatory cytokines and angiotensin II type 1
receptor-agonistic autoantibodies production [13,45], as well as an
enhanced oxidative DNA damage in the placenta [46]. Conversely, in
vitro studies have shown that Cd up-regulates TGF-β and IL-8 in tro-
phoblast cells [45,47]. Thus, our data contribute to identifying IL-6 as
another molecule that possibly links Cd exposure with PE.

A previous report has shown that Cd up-regulates the expression of
IL-6 mRNA in JEG-3 trophoblast cells [45]. Interestingly, our results
demonstrate that this increased IL-6 mRNA expression is translated into
increased secretion of IL-6 in these cells, although different Cd con-
centrations were used.

The primary sources of Cd exposure for the general population in-
clude food and tobacco smoke. Other minor sources are ambient air,
drinking water, and contaminated soil or dust mainly in urban and
industrial areas [1]. Cd accumulates in the liver and kidney; however,
during gestation, it also accumulates in the placenta. Cd levels in
human placenta tissue are 10- to 20-fold higher than in maternal blood
[48]. In preeclamptic women, blood Cd levels range between 6.76 and
334.96 nM [13,15]. Thus, the concentrations used in this study are si-
milar to those observed in preeclamptic women.

Although Cd is unable to generate free radicals directly, several
studies have demonstrated that ROS production is increased after Cd
exposure [35]. Indeed, incubation of JEG-3 trophoblast cells with Cd

resulted in enhanced, dose-dependent ROS production [47]. Reactive
oxygen species generation has been linked to IL-6 secretion in several
cells [49–51]; therefore, the role of ROS in Cd-induced IL-6 expression
was investigated by using the ROS scavenger NAC. Our data demon-
strated that Cd-induced IL-6 production was blocked by the pre-in-
cubation of JEG-3 trophoblast cells with NAC. One possible mechanism
by which Cd-induced ROS generation increases IL-6 secretion is by
activating MAPKs [32,52,53]; therefore, ERK1/2 and JNK activation
was studied by immunoblotting. Also, specific inhibitors for these sig-
naling pathways were used to determine whether ERK1/2 and JNK play
a role in Cd-induced IL-6 production in JEG-3 trophoblast cells. Our
results showed increased phosphorylation of ERK1/2 and JNK after the
exposure to Cd. Interestingly, inhibition of ERK1/2 pathway suppressed
IL-6 production, while JNK inhibition enhanced IL-6 secretion. These
data suggest opposite effects of these two signaling pathways in Cd-
induced IL-6 production. It seems likely that JNK pathway activation
plays an inhibitory role, whereas activation of ERK1/2 by Cd induces
IL-6 production. The overall effect is an increased secretion of IL-6 in
JEG-3 trophoblast cells stimulated by Cd.

Our data suggest that JNK activation could be an intracellular
suppressor for Cd-induced IL-6 expression in trophoblast cells. This
inhibitory effect of JNK on IL-6 production has been described pre-
viously in osteoblasts stimulated with IL-1 [54]. The underlying mole-
cular mechanism has not been fully elucidated; however, it has been
proposed that a cross-talk between JNK and a point between IκB/NFκB
and AMPK signaling pathways is responsible for the suppression of IL-6
[54]. Further experiments are warranted to verify this hypothesis in
trophoblast cells.

Additionally, c-Jun expression and phosphorylation were increased
in JEG-3 trophoblast cells exposed to Cd. Since both total and phos-
phorylated protein levels were increased, western blot bands were
normalized only against β-actin. These findings are congruent with
previous reports that demonstrated that Cd induces c-Jun expression
and activation in different cell types [55,56].

Pre-incubation of JEG-3 trophoblast cells with the ERK1/2 inhibitor
partially reduced both c-Jun and p-c-Jun. In contrast, JNK inhibition
completely blocks Cd-induced c-Jun expression and phosphorylation.
These results support the idea that Cd-induced IL-6 occurs in-
dependently of c-Jun activation. Phosphorylation and nuclear translo-
cation of ERK1/2 activate many downstream signaling molecules in-
cluding specificity protein 1 (SP1), interferon regulatory factor 1
(IRF1), activating transcription factor-2 (ATF2), nuclear factor-κB (NF-
κB) and cAMP response element-binding (CREB), which are capable of
inducing IL-6 production in various cells [57–60]. Therefore, we hy-
pothesize that ERK1/2 might induce IL-6 expression by activating these
signaling pathways. However, further studies are needed to confirm this
hypothesis.

A limitation of the present study is that a human trophoblast-de-
rived cell line was used to perform the experiments, so the data herein
should be interpreted with reasonable caution and be further corrobo-
rated in primary trophoblast cultures or placental explants.

5. Conclusions

Cd-induced IL-6 production in JEG-3 trophoblast cells is mediated
through the ERK1/2 pathway independent of c-Jun activation. NAC,
which has antioxidant properties, was able to inhibit IL-6 secretion
stimulated by Cd; therefore, we propose that dietary intake of anti-
oxidants including resveratrol or vitamin C may be useful in the pre-
vention of PE in pregnant women exposed to occupational or en-
vironmental Cd. Finally, although more studies are needed, we propose
that IL-6 could be considered as another possible link between Cd ex-
posure and PE.

Fig. 4. Inhibition of ERK1/2 but not JNK suppressed Cd-induced IL-6 produc-
tion in JEG-3 cells. JEG-3 cells were incubated with 2.5 μM CdCl2 in the absence
or presence of signaling pathways inhibitors for 6 (A, B) and 24 (C) h. Total and
phosphorylated c-Jun (A) levels were detected by Western blotting. β-actin was
used as protein loading control. Quantitation of total and phosphorylated
protein was performed by densitometry (B). The values are expressed as relative
densitometric units with respect to control. IL-6 levels were quantified in cul-
ture media by ELISA. The results represent the mean ± SEM of three in-
dependent experiments. Different letters above the bars indicate significant
differences (p < 0.05), as determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s
test. Lowercase letters are used for comparisons among p-c-Jun while uppercase
letters are used to compare means among c-Jun (B).
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