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Prologo 

Resumen  

Desde que la ouabaína se identificó como hormona, se realizaron diferentes 

estudios para averiguar su papel fisiológico. En estudios previos se demostró que 

la ouabaína 10 nM (concentración dentro del rango fisiológico) modula el contacto 

célula-célula ejerciendo su efecto sobre la unión oclusora y la polaridad 

apical/basolateral, y al incrementar la concentración de ouabaína 300 nM se activa 

la endocitosis de moléculas de adhesión celular que están asociadas con, o forman 

parte de la membrana plasmática ocasionando el despegue (p. ej., las células 

MDCK) del sustrato, así como de sus vecinas. Es por eso que en este estudio la 

ouabaína es un regulador clave de la permeabilidad de los epitelios. Esta propiedad 

depende de las uniones estrechas (UE) y puede ser medida mediante la resistencia 

eléctrica transepitelial (RET). La ouabaína 300 nM disminuye la RET de células 

MDCK mediante la activación de Src, ERK1/2 que regulan negativamente a la 

claudina-2 (CLDN-2) y a la CLDN-4. En este trabajo, investigamos el papel de 

STAT3 en la apertura y degradación de la UE inducida por ouabaína 300 nM. 

Nosotros encontramos que la ouabaína 300 nM induce la inactivación y degradación 

proteosomal de STAT3 en un proceso que conlleva a la endocitosis y degradación 

de la CLDN-2 y CDLN-4, por consecuencia la apertura y desensamble de la UE.  

 

En conclusión, la ouabaína 300 nM inactiva y degrada a STAT3 provocando la 

apertura y degradación de la UE. 
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Abstract 

 

Since ouabain was identified as a hormone, different studies were conducted to find 

out its physiological role. Previous studies have demonstrated that 10 nM ouabain 

(concentration within the physiological range) modulates cell-cell contact exerting its 

effect on the tight junction and apical/basolateral polarity, and increasing the 

concentration of ouabain  300 nM activates endocytosis of cell adhesion molecules 

that are associated with, or are part of, the plasma membrane causing detachment 

(eg, MDCK cells) from de the substrate, as well as between each other. That is why 

in this study ouabain is a key regulator of the permeability of epithelia. This property 

depends from the tight junction (TJ) and can be measured by the transepithelial 

electrical resistance (TER). The ouabain 300 nM decreases the TER of MDCK cells 

by activating Src, ERK 1/2 that negatively regulates claudin-2 (CLDN-2) and CLDN-

4. In this work, we investigate the role of STAT3 in the disassembly and degradation 

of the TJ induced by ouabain 300 nM. We found that ouabain 300 nM induces 

inactivation and proteasomal degradation of STAT3 as a part of a process that leads 

to the endocytosis and degradation of CLDN-2 and CLDN-4, resulting in disassembly 

and degradation of the TJ.  

 

In conclusion, ouabain 300 nM, induces cellular takeoff through inactivation and 

proteasomal degradation of STAT3. The STAT3 protein is necessary to maintain cell 

adhesion. 
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Introducción 

Epitelios 

Cuando los organismos multicelulares abandonaron el mar para conquistar 

el medio terrestre, se seleccionaron estructuras y mecanismos que mantenían el 

medio interno constante, como el que dejaron atrás. Los nuevos organismos 

terrestres debían evitar la muerte por deshidratación, tomar nutrientes, eliminar 

desechos y protegerse de patógenos y sus toxinas1. Así surgieron los epitelios, 

tejidos formados de una capa de células unidas entre sí y al sustrato por uniones 

intercelulares y capaces de transportar vectorialmente iones y otras substancias. 

Los epitelios no solo separan compartimentos biológicos de composiciones 

diferentes, sino que, mediante el transporte vectorial, generan y regulan la 

composición específica de los fluidos que bañan dichos compartimentos (Figura 1). 

Por ejemplo, el epitelio del aparato gastrointestinal separa los alimentos en proceso 

de digestión del medio interno seroso, absorbe nutrientes y elimina productos del 

metabolismo y el epitelio de la nefrona modifica el fluido tubular, convirtiéndolo en 

orina y separa al fluido y la orina del líquido intersticial.  

La función de los epitelios depende de dos características básicas de las 

células que los constituyen: polaridad de la membrana plasmática y las uniones 

estrechas (UE). La polaridad de la membrana consiste en la división de esta 

estructura en los dominios apical, lateral y basal, cada uno con una estructura, 

composición y función distinta (Figura 1)2,3; debido a su continuidad, los dominios 

lateral y basal a menudo se denominan dominio basolateral. La segunda 

característica del epitelio es que desarrolla uniones estrechas (UEs), un tipo de 

uniones intercelulares que, además de adherir a células vecinas, sella el espacio 

intercelular y convierte a los epitelios en barreras selectivas entre los 

compartimentos biológicos que estos tejidos separan (Figura 2A, B). Las UEs 

pertenecen al complejo de unión junto con las uniones adherentes (UA), los 

desmosomas (Des) y la uniones comunicantes o GAP (UC)4. Las células epiteliales, 
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además, se unen al sustrato mediante dos uniones celulares adicionales: la 

adhesión focal (AF) y los hemidesmosomas (HD) (Figura 1). 

Una sustancia determinada puede cruzar las capas epiteliales a través de la 

vía transcelular, usando canales, transportadores y bombas polarizados7,8, y a 

través de la vía paracelular, constituida por las UE y el espacio intercelular9, o a 

través de ambas vías (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La elección de la vía de transporte depende del tipo de sustancia a 

transportar, del tejido que ejecuta el transporte y del estado fisiológico de la célula 

que transporta. En el intestino y los riñones de los mamíferos, la glucosa se 

Figura 1. Características de los epitelios y las células epiteliales. UE, unión estrecha; UA, unión 

adherente; Des, desmosoma; UC, unión comunicante; HD, hemidesmosoma; AF, adhesión focal, 

todas ellas uniones celulares en las células epiteliales. El cruce de sustancias a través del epitelio 

puede llevarse a cabo a través de la ruta paracelular (flecha morada), la ruta transcelular (flechas 

delgadas y pequeñas gris y negro), transcitosis (flechas negras pequeñas) y la diapédesis (flechas 

verdes). El esquema superior izquierdo ilustra los principales componentes moleculares de las 

uniones estrechas y su organización en la membrana. Las MAGI son proteínas MAGUK invertidas 

asociadas a membrana, ZO-1, -2 y -3 son Zonula Ocludens -1, -2 y 3, Src es una proteína homóloga 

a la cinasa del virus del sarcoma de Rous y FAK es la cinasa de adhesión focal. LSR, angulina; 

JAMS, moléculas de adhesión de las uniones. 
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transporta principalmente a través de la vía transcelular7, mientras que en los 

vertebrados voladores, tal vez porque tienen intestinos más cortos que otros 

vertebrados, el transporte paracelular es mayoritario10. En el riñón de los mamíferos, 

la mayoría del Ca2+ del fluido tubular se reabsorbe en la rama ascendente gruesa 

del asa de Henle a través de la vía paracelular, mediante un tipo específico de 

claudina (cldn), la cldn-16, una proteína de la UE que forma poros paracelulares 

selectivos a Ca2+ y Mg2+ 11, mientras que la glucosa se transporta 

predominantemente a través de la ruta transcelular por los transportadores apicales 

de glucosa dependiente de Na+ (SGLT) y el uniport basolateral de glucosa 

(GLUT)2,7. 

 

Uniones estrechas 

También conocidas como zonula occludens (ZO), esta unión rodea a cada 

célula como un cinturón y la une con sus células vecinas a la vez que oblitera el 

espacio intercelular (Figura 2A, B). Si se aplica, marcadores electrodensos como 

rojo de rutenio o lantano, ya sea por la cara apical o basolateral de una monocapa 

epitelial, se observa en el microscopio electrónico de transmisión que las UEs 

impiden el paso de dichos marcadores (Figura 2C,D), poniendo en evidencia que el 

epitelio es una barrera para la difusión libre de iones y otras sustancias a través de 

la ruta paracelular20. En réplicas de criofractura las UEs aparecen debajo de las 

microvellosidades a manera de una red continua de filamentos que se entrecruzan4 

(Figura 2E). Sin embargo, como se mencionó antes, las UEs no son completamente 

impermeables, pues transportan iones y sustancias con una afinidad y selectividad 

determinada por su composición molecular.  

Las UEs tienes dos funciones principales: una es que establecen una cerca 

(Figura 2F) que impide la difusión de proteínas integrales y lípidos de membrana, 

del dominio apical al basolateral y viceversa, en el plano de la membrana24,25. En el 

caso de los lípidos, el impedimento se restringe a los de la hoja exoplásmica de la 

membrana plasmática. La propiedad de cerca contribuye al mantenimiento de la 
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polaridad celular26. La segunda función de las UEs es formar una compuerta 

(Figura 2G) que permite o impide el paso de iones y otras sustancias a través de la 

vía paracelular21–23.  

 

Figura 2. Estructura de la unión estrecha. (A) Micrografía de un corte fino del intestino de la rata, 

observado por microscopía electrónica de transmisión. La Unión Estrecha (UE, flecha blanca) es el 

punto donde se fusionan las membranas y se oblitera el espacio intercelular (modificado de 4). (B) 

La UE se aprecia como uno o varios puntos de fusión de las membranas plasmáticas entre las 

células vecinas (cabezas de flecha negras; modificado de31). (C) La UE impide la difusión del rojo 

de rutenio del compartimento apical al basolateral; esta substancia es un marcador extracelular 

electrodenso que se une a las cabezas polares de los lípidos de la membrana plasmática 

provocando la marca negra. Dado que en este caso se agregó al compartimento apical, solo marca 

la membrana apical. (D) Cuando la UE desaparece, aquí como resultado de la expresión de una 

forma dominante negativa de la E-cadherina, el rojo de rutenio apical accede al compartimento 

basolateral (modificado de 115). (E) Filamentos de la UE según se observa por criofractura (Imagen 

obtenida por Flores-Maldonado C.). Los filamentos de la UE resultan de la polimerización en cis y 

unión en trans de las proteínas que los componen. (F) La UE es una barrera que impide la difusión 

de los componentes de la membrana apical a la basolateral y viceversa. (G) La UE es también una 

compuerta que permite el paso de iones y otras substancias de un compartimento al otro.  
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Las UEs están constituidas por dos tipos principales de proteínas integrales: 

1) las de cuatro dominios transmembranales que incluyen a las claudinas (cldns)27 

y las proteínas MARVEL asociadas a la UE (TAMP), grupo que incluye a la ocludina, 

tricelulina y la proteína MARVEL D328, 2) las proteínas de un solo dominio 

transmembranal que incluyen a las moléculas de adhesión de la unión (JAM) y a las 

angulinas (LSR) (Figura 1)29–34. Las cldns constituyen la barrera paracelular contra 

iones y agua11,21,35 y confieren a las UE y al epitelio su permeabilidad y selectividad 

paracelular específica, dependiendo del tipo de cldn expresado11,21,35–38. Las 

proteínas integrales de membrana de las UE se unen a un grupo de tres proteínas 

citoplasmáticas llamadas ZO-1, ZO-2 y ZO-3, que pertenecen a la familia de las 

proteínas asociadas a la membrana semejantes a la guanilato cinasa (MAGUK) y 

son plataformas para la interacción proteína-proteína que unen el complejo proteico 

al citoesqueleto de actina39–41. Hay varias otras proteínas integrales y asociadas que 

no son esenciales o residen transitoriamente en las UEs, pero que son importantes 

para el tráfico vesicular y la señalización intracelular42, entre otras funciones. 

 

Las claudinas 

Las cldns forman parte de la superfamilia cl15676, junto con la proteína 

periférica de los oligodendrocitos (PMP-21), la proteína intrínseca de membrana de 

las fibras de cristalino (MP20)38 y  la proteína integral de membrana de 39 kDa (IP39) 

de Euglena gracilis, un unicelular fotosintético que nada en aguas de todo el 

mundo118. Las cldns contienen entre 207 a 305 aminoácidos, cuatro dominios 

transmembranales (TM1 a 4), un asa extracelular de al rededor de 40 aminoácidos 

(ECL1) entre las TMs 1 y el 2 y otra de al rededor de 20 residuos (ECL2) entre los 

TMs 3 y 4.  El extremo amino como el carboxilo terminal son citoplásmicos (Figura 

3). Los mamíferos expresan 27 cldns de manera espacio-temporal específica, que 

son codificadas en genes distintos126,127. El ECL1 contiene los residuos que 

confieren la selectividad iónica128 y la secuencia altamente conservada W-G/NLW-

C-C cuyas cisteínas forman un puente disulfuro necesario para el plegamiento 
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correcto de las caudinas 1 a 24116. ECL1 tambien delinea el poro ionico paracelular 

y es determinante en la selectividad según la carga de los residuos que exprese. El 

ECL2 es necesario para la unión con la cldn de la célula vecina117. El carboxilo 

terminal citoplásmico contiene sitios importantes para el tráfico vesicular de la 

proteína a la membrana y su alteración provoca la retención en el retículo 

endoplásmico y la degradación proteosomal de la proteína, además, en esa región 

de la proteína hay diferentes sitios de fosforilación y palmitoilación. Al final del 

carboxilo terminal se encuentra un motivo de unión a dominios PDZ con el que la 

cldn interactúa con ZO1, ZO2, ZO3 y MUPP1 (Figura 3). 

 

         

 

Figura 3. Estructura y plegamiento de las cldns. Las cldns son proteínas tetraspan con un asa 

extracelular grande que contiene la secuencia conservada GLWCC y los aminoácidos que confieren 

la selectividad del canal paracelular. Las cldns se palmitoilan cerca de los dominios 

transmembranales II y IV. El carboxilo terminal tiene sitios de regulación de expresión de la proteína 

38. 
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La estructura cristalina de la cldn 15 muestra a los segmentos 

transmembranales empacados estrechamente en un arreglo característico. Los 

TMs I, II y IV son hélices alfa hidrofóbicas con una longitud equivalente al grosor de 

una bicapa lipídica y ricas en aminoácidos con cadenas laterales pequeñas, como 

glicina y alanina. El TM III sobresale en el espacio extracelular. Los segmentos EC1 

y EC2 extracelulares forma una estructura β-plegada de 5 cadenas β (β1-β5), 4 

correspondendientes al ECL1 y la 5 al ECL2. Además hay una -hélice corta en el 

EC1, antes de la beta plegada (Figura 4)118.  

 

 

 

  

Con base en la disposición tridimensional de las moléculas de cldn-15 

cristalizadas, se ha propuesto un modelo de los canales paracelulares de la UE en 

el que dos cldns vecinas, en la misma célula, se asocian en cis y que este dímero 

luego se une en trans a otro de la célula vecina, mediante residuos conservados en 

el dominio ß-plegado (Figura 5A, B)119. Con este arreglo, se genera un poro 

Figura 4. Estructura de la claudina-15 cristalizada. (A) y (B) La cldn-15 monomérica se representa 

como listones en una vista lateral, con cambios de color  desde el extremo amino (azul) hasta el 

carboxilo terminales (rojo). El límite externo (Ext.) y citoplásmico (Cyt.) de la bicapa lipídica se indican 

con las barras grises. (C) Diagrama de la estructura secundaria de la cldn-15118. 
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paracelular (Figura 5A, B morado) y las cadenas laterales de algunos aminoácidos 

delinean el poro y le confieren su selectividad. En el caso de la cldn-2, el poro 

paracelular conduce Na+ y fluctúa entre estados abiertos y cerrados que pueden 

detectarse eléctricamente, como sucede con los canales iónicos (Figura 5C)35 y las 

simulaciones de la cldn-15 muestran una vía de permeación del Na+ en la que los 

residuos D55 y E64, cargados negativamente, explican la selectividad de esta cldn 

por el Na+ (Figura 5D)120.  

 

  

A 

B 

C D 

E 

Figura 5. Propiedades del poro formado por la claudina-15. (A) Modelo cristalográfico del poro 

paracelular (estructura beta-plegada en morado) de la cldn-15 visto desde el compartimento apical 

y (B) de lado119. (C). Fluctuaciones de la corriente unitaria que fluye a través del canal paracelular 

de la cldn-2 según se detecta por el registro de microáreas de membrana. (D) Simulación de la vía 

de transporte del Na+. La parte superior corresponde al compartimento apical y la inferior al basal. 

En azul se muestra la ruta de paso del Na+ y en amarillo el filtro de selectividad. (E) Esquema de la 

organización de los poros paracelulars. Las barras grises corresponden a las membranas de las 

células vecinas unidas, las azules a las cldns en las que se resaltan los poros en morado.  
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La permeabilidad paracelular se ajusta a las condiciones del medio 

Los epitelios ajustan la permeabilidad paracelular en respuesta a los 

requerimentos fisiológicos, las condiciones patológicas y los desafíos 

farmacológicos. Una manera de estudiar la permeabilidad epitelial es evaluar la 

resistencia eléctrica transepitelial (RET)43. Cuanto mayor es el valor de RET, menor 

es la permeabilidad paracelular. El sistema renal es muy ilustrativo del papel del 

control de la permabilidad paracelular en el funcionamiento del órgano. Los riñones 

humanos filtran 170 l de plasma pero secretan solo 1.7 l de orina. El agua, las 

proteínas, los azúcares y los iones del filtrado glomerular se reabsorben y el filtrado 

se concentra progresivamente a lo largo de la nefrona. Los epitelios que recubren 

esta superficie tubular en especies de vertebrados aumentan gradualmente su RET 

de aproximadamente 10 Ω.cm2 en el túbulo contorneado proximal44,45, a varios miles 

en el conducto colector46,47 y hasta cientos de miles en la vejiga48,49. Varias 

adaptaciones de las células epiteliales explican este gradiente de RET: incrementos 

en el tamaño celular, reducción de la tortuosidad de la membrana de unión, un 

aumento progresivo en la complejidad estructural de los filamentos de la UE y la 

expresión de un conjunto específico de cldn en cada segmento de la nefrona9,21. La 

cldn-2 induce valores bajos de RET del orden de 200 Ω.cm2 en células de MDCK 

renales50 y exhibe selectividad a cationes y agua35,51,52. También se expresa en los 

túbulos proximales53–55, donde es necesaria para la reabsorción de Na+, agua y, 

probablemente, Ca2+ 56. Por el contrario, la cldn-4 induce un fenotipo de alta RET 

(400-600 Ω.cm2) como resultado de bloquear el transporte de Na+ y permitir el de 

Cl- en las células epiteliales que lo expresan57–59, incluidas las del epitelio del 

segmento distal de la nefrona54,55,60.  

Los líquidos que bañan las membranas apicales, como la orina, el semen y 

la leche, son radicalmente diferentes entre sí, pero el medio intersticial que entra en 

contacto con las membranas basolaterales tiene una composición constante 

mantenida por mecanismos homeostáticos poderosos. Esta diferencia sugiere que 

las sustancias en los medios apicales regulan propiedades epiteliales específicas. 

Varias sustancias presentes en el medio extracelular inducen cambios de RET en 
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las células caninas MDCK 61, entre ellas destaca el factor de crecimiento epidérmico 

(EGF)53 la proteína más prominente de la orina. Se sabe desde hace tiempo, que el 

EGF aumenta el RET de las células renales de cerdo-LL-CPK162.  

Las señales que regulan el grado de sellado de la UE y los mecanismos 

implicados son complejos. Además, está claro que las uniones celulares son 

estaciones de señalización que informan el estado de adherencia célula-célula al 

interior celular e inducen respuestas del citoesqueleto y nucleares18,19. Por ejemplo, 

la polaridad de la membrana plasmática y las uniones se influencian una a otra ya 

que la formación de una unión intercelular específica depende de la expresión 

polarizada de proteínas y lípidos y recíprocamente, la polaridad de la membrana 

plasmática requiere la adhesión, inicialmente a la matriz extracelular y después a 

las células vecinas5,6. Varias proteínas asociadas a las uniones celulares, 

especialmente la β-catenina15, una proteína de la UA, y la zonula occludens-2 (ZO-

2), una proteína de la UE, son cofactores transcripcionales que regulan la expresión 

de genes relacionados con la proliferación, como ciclina D1133 y myc. Notablemente, 

los factores de transcripción como Jun, Fos y ZONAB residen transitoriamente en 

la región citoplásmica de la UE16,17 y, al menos ZONAB, regula positivamente la 

permeabilidad paracelular18. 

 

Antecedentes 

La permeabilidad paracelular y el EGF 

El EGF urinario incrementa la RET en monocapas de células MDCK al reducir 

la expresión de la cldn-2 y sobre expresar a la cldn-453. Ambos procesos son 

dependientes de la activación de la cinasa de tirosinas Src y de la cinasa regulada 

extracelularmente ERK1/2 e implican: la inhibición de la transcripción del gen cldn-

2 y de la síntesis de la proteína respectiva, así como el retiro de la proteína cldn-2 

de la UE mediante la inducción de su endocitosis, dependiente de clatrina, y su 

degradación lisosomal63. Implican también la activación de la transcripción de la 

cldn-4 a través del factor de transcripción Sp164, el aumento de sintesis de cldn-4 y 
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su incorporación a la UE65. Como resultado del cambio de cldn -2 y 4, aumenta la 

RET y disminuye la permeabilidad paracelular65. EGF induce la activación de la 

proteína transductora de señales y activadora de la transcripción 3 (STAT3) y esta 

activación es necesaria en la respuesta al EGF65 (Figura 6). 

 

 

 

 

 

STAT3 

Las proteínas STAT regulan el crecimiento, supervivencia, diferenciación y la 

muerte celular. Son críticas para procesos biológicos como la hematopoyesis, la 

respuesta inmune, el desarrollo de la glándula mamaria, la adipogénesis y la 

Figura 6. El EGF reduce la expresión de la cldn-2 y sobre expresa a la cldn-4 a través de una 

vía de señalización que involucra a Src y STAT3. Después de unirse a su receptor, el EGF activa 

la vía de señalización que involucra la fosforilación de Src, ERK 1/2 y la translocación al núcleo de 

STAT3 fosforilada que reduce la expresión de cldn-2 (circulo verde) y sobre expresa a la cldn-4 

(círculo rojo). pSTAT3 puede bloquear la transcripción del RNAm de cldn-2 y simultáneamente 

promueve la de cldn-4. La cldn-4 sintetizada de novo se inserta en la UE mientras que la cldn-2 

disminuye debido al recambio normal de la proteína65. 
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diferenciación sexual, por mencionar las más importantes. Inicialmente, las STATs 

fueron descritas como factores de transcripción, pero hoy se sabe que tienen otras 

funciones que hay que describir. En mamíferos la familia STAT se constituye de 7 

miembros: STAT-1, -2, -3, -4, -5a, 5b y -6, cada una con la capacidad de unirse a 

una secuencia de ADN especifica66,67. Mientras que STAT-4, es exclusiva de células 

mieloides y testículos68, el resto de las STATs son ubicuas. En su estado inactivo 

residen en el citoplasma, en una forma predominantemente desfosforilada en la 

Y705 y fosforilada en la S727. La unión de varias citosinas a sus receptores 

respectivos induce la activación de las STATs en una secuencia estereotipada que 

inicia con la autofosforilación del receptor, la exposición de sitios de unión para las 

cinasa de tirosinas JAK, la asociación de las JAK a los nuevos sitios y su 

autofosforilación, condición en la que las JAKs unen a las STATs. Los dominios SH2 

de las STATs son los sitios de interacción con las JAK activadas. Ya unidas, las 

JAKs fosforilan la Y705 de las STATs, mientras que unas fosfatasas específicas, 

defosforilan la S727 de las mismas STATs. Las STATs fosforiladas se dimerizan y 

translocan al núcleo, ya sea como homodímeros o heterodímeros66,67,69. En el 

núcleo, las STATs se acumulan y unen a las secuencias de ADN respectivas, 

activando así la transcripción de sus genes blanco (Figura 7)70.  
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Las STATs también pueden activarse como resultado de la unión de los 

factores de crecimiento a sus receptores con actividad de cinasas de tirosinas 

(RTKs). Por ejemplo, los receptores de los factores de crecimiento epidérmico 

(EGF), de fibroblastos (FGF), derivado de plaquetas (PDGF), CSF-1R, c-kit y c-met 

así como el receptor a la insulina, entre otros71–81, o por la activación de algunos 

receptores acoplados a proteínas G, como el de la angiotensina II68,82.  

STAT-3 se identificó originalmente como el “factor de respuesta de fase 

aguda”, en la inflamación83. Tiene la estructura ilustrada en la figura 8 y se activa 

por una amplia variedad de citocinas, en particular aquellas que reconocen a gp130, 

como la IL-6, IL-11, oncostatina M (OSM), el factor inhibidor de leucemia (LIF) y el 

factor neurotrófico ciliar (CNTF), así como por las citocinas que participan en la 

cadena común (γc) incluidas IL-2, IL-4, IL-7, IL-9 e IL-15. También se activa por 

Figura 7. Ruta de activación JAK-STAT. Cuando ligandos como el EGF e IL-6 se unen sus 
receptores, inducen constitutivamente que las tirosin quinasas (e.g., v-Src, c-Src) fosforilen a STAT3 
en la tirosina 705, y promueven su dimerización y translocación al núcleo. Stattic inhibe la activación 
de STAT3 (mecanismo de inhibición A) y su dimerización (mecanismo de inhibición B, la inhibición 

es indicada por el símbolo ⊥). 
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RTKs, como EGFR y VEGFR, cinasas citoplasmicas, como Src, así como por la 

radiación ionizante usada en la terapia contra el cáncer. La señalización de STAT-

3 se controla por varios inhibidores de retroalimentación endógenos, como los 

supresores de la señalización de citocinas (SOCS), las proteínas inhibidoras de 

STATs activadas (PIAS) y fosfatasas como la SHP-284. 

 

 
 

 

 

 

 

 

STAT3 es un blanco para el tratamiento de los tumores en humanos. En 

varias células cancerosas y en tumores humanos, una serie de cinasas de tirosinas 

anormales activan constitutivamente a STAT3. La inhibición de STAT3, mediante 

mutantes dominantes negativas, secuencias antisentido y siRNAs, suprimen el 

crecimiento tumoral e inducen apoptosis en las células cancerosas. Una variedad 

de sustancias inhiben directamente la señalización de STAT3, sin embargo, la 

molécula pequeña no peptídica denominada stattic, se une al dominio SH2 (del 

inglés Src Homology 2) de STAT3, independientemente de su estado de 

fosforilación, bloqueando su dimerización y translocación al núcleo e induciendo su 

apoptosis69. 

La señalización por STATs es crucial para el control de la permeabilidad 

epitelial paracelular por el EGF, pero también para mantener la RET basal, tal como 

lo evidencia el hecho de que la incubación de células epiteliales renales de perro 

MDCK con 20 M de stattic, en presencia de EGF, disminuye la RET a valores por 

debajo del control65.   

Figura 8. Estructura esquemática de STAT3. STAT3 tiene dos sitios de fosforilación en los 

residuos de tirosina (Y705) y serina (S727) entre los dominios SH2 y TAD. DUA, dominio de unión 

a ADN; TAD, dominio de transactivación; Enlazador, dominio de unión. 
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La permeabilidad paracelular y la ouabaína 

El EGF no es el único factor extracelular que regula la permeabilidad epitelial 

también están los esteroides cardiotónicos (ECs). Estas sustancias aumentan la 

fuerza del latido cardiaco y, por ello, desde hace tiempo se usa como agentes 

terapéuticos en la insuficiencia y arritmias cardiacas85,86. Los ECs son sintetizados 

en plantas y animales y la ouabaína, el EC mas estudiado, se considera una 

hormona que normalmente se encuentra a una concentración plasmática y urinaria 

de entre 0.05-3.70 nM87,88. Esta hormona interviene en múltiples procesos 

fisiológicos tales como la regulación de la natriuresis89 y la presión arterial90,91 y la 

sobrevivencia celular. En los cultivos celulares la ouabaína induce proliferación e 

hipertrofia92–94. El receptor de todos los ECs es la Na+,K+ -ATPasa. 

 

La Na+,K+-ATPasa 

Esta enzima se conoce ampliamente por su papel en el transporte iónico: 

intercambia tres Na+ intracelulares por dos K+ extracelulares, a través de la 

membrana plasmática, por cada molécula de ATP que degrada en el interior 

celular95. De esta manera, la Na+,K+-ATPasa genera las diferencias de 

concentración de Na+ y K+ a través de la membrana plasmática que, a su vez, son 

necesarias para impulsar el transporte transmembranal de otros iones96. Sin 

embargo, la Na+,K+-ATPasa no solo funciona como molécula transportadora de 

iones a través de la membrana sino que también transduce señales del exterior 

hacia el interior de celular ya que activa una cascada de moléculas señalizadoras 

que cambian el comportamiento celular cuando los ECs están presentes en el 

medio.  

La Na+,K+-ATPasa se constituye de las subunidades α, 𝛽 y 𝛾. La α es la 

subunidad catalítica que realiza el transporte, une a los iones y al ATP, y a través 

de su porción extracelular, a los ECs. La subunidad 𝛽 tiene múltiples funciones: es 

necesaria para el transporte iónico, es una chaperona que asegura el arribo de la 

ATPasa a la membrana, es una molécula de adhesión en epitelios y glía y es 
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también un cofactor transcripcional. La subunidad 𝛾 regula el transporte y en células 

cancerosas, promueve el despegue de las células del sustrato y la metástasis96. 

La consecuencia más conocida de la unión de los ECs a la Na+,K+-ATPasa 

es la inhibición del bombeo de iones96,97. Los ECs extracelulares se insertan en la 

membrana, entre varios dominios transmembranales de la ATPasa98, con una 

selectividad y afinidad que dependen de la isoforma 𝛼 involucrada y del tipo de 

EC96,99. Esta interacción induce, entre otros fenómenos, la asociación de la Na+,K+-

ATPasa con Src, lo que induce la transactivación del receptor EGFR que resulta en 

hipertrofia de los miocitos cardiacos100. La activación de esta ruta en ocasiones es 

independiente de la actividad transportadora de la Na+,K+-ATPasa101–103 y modifica 

el estado diferenciado, la proliferación y el transporte transmembranal y 

transepitelial104,105. La incubación de las células epiteliales con la OUA a altas 

concentraciones induce la endocitosis de la Na+,K+-ATPasa102,106,107 y del 

transportador Na+/H+103, disminuyendo así el transporte transepitelial de Na+ 108. 

 

La ouabaína y la adhesión celular 

Altas concentraciones de ouabaína ( 300 nM) activan la endocitosis de 

moléculas de adhesión celular que están asociadas con, o forman parte de la 

membrana plasmática y este proceso causa que las células se despeguen (p. ej., 

las células MDCK) del sustrato, así como de sus vecinas. Por ello, se ha propuesto 

que un papel fisiológico de la ouabaína es la modulación de los contactos celulares. 

También se ha demostrado que concentraciones bajas de ouabaína (10 nM), 

aumentan la hermeticidad de la UE al inducir la transcripción, traducción y expresión 

de las cldns en la UE109, aceleran la ciliogenesis, una de las etapas finales del 

desarrollo de la polaridad celular110 y aumentan la comunicación celular mediada 

por las uniones comunicantes111. Tanto los efectos tóxicos como los hormonales 

están mediados por la activación de las cinasas Src y ERK1/2102,109–114 e inducen la 

translocación de la -catenina, una proteína citosólica de la UA, al núcleo1,102,106.  
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Las vías de señalización del EGF y la ouabaína 

Llama la atención la similitud entre las rutas de señalización que controlan a 

la UE en respuesta al tratamiento con EGF y ouabaína: en ambas participa el EGFR 

y las cinasas Src y ERK1/2. Mientras que el EGF activa la ruta EGFR-Src-ERK1/2 

directamente, la ouabaína, a través de Src, induce una transactivación de ERK 1/2. 

También queda claro que el EGF controla a la UE a través de STAT3 al fosforilarlo 

en la Y705 y enviarlo al núcleo para favorecer la transcripción de la cldn-4 y bloquear 

la de cldn-2, disminuyendo la permeabilidad de la UE e incrementando la RET. Cabe 

preguntarse si la señalización desatada por la ouabaína también depende de esta 

molécula central. Es posible que la ouabaína induzca el desensamble de la UE a 

través de la inactivación y aún más, de la degradación de STAT3. En este proyecto 

nos enfocaremos a investigar el papel de STAT3 en el desensamble de la UE 

inducido por 300 nM de ouabaína, por lo que planteamos el siguiente problema. 
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Planteamiento del problema 

 

¿Altas concentraciones de ouabaína inducen el desensamble de la UE a 

través de la inactivación de STAT3? 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. La ouabaína disminuye la presencia de STAT3, cldn-2 y cldn-4. El tratamiento con 

ouabaína induce la degradación de las proteínas de la UE conforme pasa el tiempo de exposición. 

Al unirse a su receptor, la ouabaína activa una nueva vía de señalización que involucra la 

fosforilación de Src, ERK1/2 y la degradación y/o inactivación de STAT3 para regular a la baja el 

contenido de cldn‐2 (circulo verde con el numero 2) y ‐4 (círculo morado con el numero 4).  
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Hipótesis 

 

La ouabaína (300 nM) induce la apertura y desensamble de las uniones 

estrechas debido a la inactivación y/o degradación de STAT3. 

 

Objetivos 

Objetivo general 

 Averiguar si STAT3 participa en el desensamble de la UE inducido por 

ouabaína. 

Objetivos particulares 

 Investigar si la ouabaína (300 nM) inactiva a STAT3 en las células MDCK. 

 Investigar mediante qué mecanismo la ouabaína induce la degradación de 

STAT3. 

 Investigar si la inhibición de STAT3 con stattic acelera el desensamble de la 

UE inducido por la ouabaína. 
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Materiales y métodos  

  

Cultivo de células MDCK  

Las células renales epiteliales MDCK (Madin-DarbyCanineKidney), fueron 

obtenidas del American Type Culture Collection. Se cultivaron en cajas de Petri de 

plástico a 37ºC y en una mezcla de aire/CO2 en las proporciones de 95:5 

respectivamente. Las células crecieron utilizando Medio Esencial de Eagle 

modificado por Dulbeco (GIBCO Lab. LifeTecnologies, Inc. Chagrin Falls, Ohio 

USA), al que se le adicionaron 50,000 U/ug/mL de una mezcla de penicilina-

estreptomicina en solución salina de NaCl al 0.85% (In Vitro S.A. MéxicoD.F.) y SFB 

(Suero Fetal Bovino) certificado al 10%. Para sembrar a las células, una vez 

descongeladas, primero se les dejó crecer hasta cubrir toda la superficie de cultivo 

(confluencia). Posteriormente se lavaron dos veces con solución salina 

amortiguadora (PBS) sin Ca2+ (GIBCO 450-1300) y se les adicionó tripsina-EDTA 

(In Vitro S.A. México D.F.) y durante 10 minutos para que se formara una suspensión 

celular concentrada que se utilizó para sembrar en cajas de Petri de 100 mm de 

diámetro para su adaptación. 

El tratamiento de células con OUA se realizo de la siguiente manera: se 

sembraron monocapas de células a confluencia en multicámaras de 24 pozos, para 

medir adhesión al sustrato, sobre cubre objetos para inmunofluorescencia y en 

insertos Costar de 0.33 cm2 de área para medir RET. Un día después las células 

fueron depletadas de suero por 24 horas. Enseguida se incubaron en condiciones 

control o con 300 nM de ouabaína a diferentes tiempos (0, 4, 8, 12 y 16 horas) en 

medio sin suero y se procedió a hacer el análisis correspondiente. 

 

Cultivo de células MDCK sobre cubre objetos para inmunofluorescencia 

Una vez adaptadas las células sobre las cajas de Petri de 100 mm, en estado 

de confluencia deben ser transferidas a una caja de 100 mm con cubre objetos de 

1 cm2. Los cubre objetos deben estar inmersos en medio de cultivo (DMEM) a 37ºC 

en condiciones de asepsia perfectamente fijados en el fondo de la caja, de tal 
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manera que al verter la suspensión celular concentrada de células se fijen sobre los 

cubre objetos. Los cubre objetos de 1 cm2 para cultivo celular deben ser enjuagados 

con agua desionizada en repetidas ocasiones y posteriormente esterilizados por 

medio de calor seco. 

 

Extracción de proteínas y Western blot 

Las células se sembraron en multicámaras de 24 pozos de 6.5 mm de 

diámetro y 0.33 cm2 de área. Después de alcanzar el punto de confluencia las 

células se lavaron 2 veces con PBS+Ca2+, y se les agregaron 120 µl de solución 

amortiguadora de lisis (20 mM Tris pH:7.0, 2 mM EGTA, 5mM EDTA, 30 mM 

benzanmidina, 0.5% Nonidet P-40), suplementada con un coctel de inhibidores de 

proteasas (Complete, Roche AppliedScience). Posteriormente, las muestras se 

congelaron a -70ºC por dos noches. Los pozos se rasparon de forma individual con 

la punta de una micropipeta. En seguida se recuperó la suspensión con una 

micropipeta y luego se homogenizó pasándola 17 veces a través de una jeringa de 

insulina. Se midió la concentración de proteínas con el estuche BCA (Thermo 

Scientific, Rockford, IL, USA). Posteriormente se tomaron 60 µl de los extractos 

proteicos (para proteínas fosforiladas), y se agregaron 20 µl de solución 

amortiguadora Laemmli. Las muestras se fraccionaron por electroforesis en geles 

(SDS-PAGE), para luego ser transferidos a membranas de PVDF (Transblot, Bio-

rad, Hercules, CA, USA). Posteriormente, se usó el sistema SNAP i.d. ® 1.0 para 

inmunodetectar a las proteínas deseadas de acuerdo a las recomendaciones del 

fabricante. Brevemente: las membranas se incubaron por 20 minutos con el 

anticuerpo primario a temperatura ambiente, se lavaron en una ocasión con TBS-

Tween al 0.05%, se incubaron con el anticuerpo secundario correspondiente por 15 

minutos y se lavaron una vez más. Las bandas inmunoreactivas se detectaron con 

el sustrato quimioluminiscente ECL (GE, HealthcareLifeSciencies, Pittsburg, PA, 

USA) y se analizaron densitométricamente con el programa Kodak 1 D v.3.5.4 

(Eastman Kodak Company, New Haven, Ct, USA). Las membranas se desnudaron 

con una solución de 2-Mercaptoetanol (Bio-Rad Laboratories 2000 Alfred Nobel Dr., 

Hercules, CA 954547) por 30 minutos a 56ºC, se lavaron 5 veces con agua miliQ y 
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posteriormente 3 veces con TBS-Tween 0.05% y se hicieron detecciones de otras 

proteínas. La cantidad de cada proteína se calculó dividiendo la densidad óptica de 

la banda en cuestión entre la de GAPDH o la de la proteína fosforilada sobre la de 

la proteína total. 

 

Inmunofluorescencia 

Las células crecieron sobre cubre objetos y se trataron con los diferentes 

medios experimentales. Al tiempo correspondiente se retiró el medio experimental 

y se lavaron 3 veces con PBS+Ca2+. En seguida se fijaron con metanol puro a -20ºC 

durante 10 min a temperatura -20ºC: Se lavaron 3 veces como se indica arriba y se 

les incubó con PBS+Ca2+ a 10ºC. Se bloquearon con BSA al 3% por 30 min. Luego 

se incubaron por 2 h a TA con el anticuerpo primario, se lavaron 3 veces más y se 

trataron con el anticuerpo secundario correspondiente otros 30 min a TA en 

obscuridad. Finalmente se lavaron 2 veces con PBS+Ca2+ y 2 veces con agua miliQ 

para posteriormente ser montados sobre una gota de Vectashield (Vector 

Laboratories, Inc., CA, USA). Las preparaciones se observaron con un microscopio 

confocal (leica SP8) y las imágenes obtenidas se procesaron usando los programas 

Leica Confocal Software Lite (Las AF) y Fiji (Fijiisjust imagen J). Finalmente, las 

figuras se construyeron con el programa Image J. 

 

Resistencia eléctrica transepitelial (RET)  

Este ensayo evalúa el grado de sellado de la UE celular a través de la medición 

de la resistencia que opone la monocapa de células, cultivadas en insertos, al paso 

de un pulso de corriente eléctrica. La resistencia de la célula (RC) está formada por 

la resistencia de la membrana apical (RA) en serie con la resistencia de la 

membrana basolateral (RB), mientras que la resistencia paracelular (RP) por la 

resistencia de la UE (RUE) y por la resistencia del espacio intracelular (RIC). La 

medición de RET se realizó con un sistema EVOM-EndOhm-6 (WorlPrecision 

Instruments, Sarasota, FL). 
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Análisis estadístico 

Los tratamientos se analizaron mediante anova de dos vías, comparando grupos 

con la postprueba de Bonferroni. Se utilizó el programa GraphPad 4.0 de Prisma. 

Se calcula la media y el error estándar, por lo menos 3 experimentos 

independientes.  “n” representa el número de experimentos independientes.  * 

p<0.05. 

 

Resultados 

Objetivo 1 

 Para investigar si la ouabaína disminuye la cantidad y/o activación de STAT3, 

primero se confirmó que 300 nM de OUA induce el despegue de las células del 

sustrato y la apertura de la UE112,113. Tal como se esperaba, la OUA induce el 

redondeo y aumento de refringencia progresivos en las células cultivadas en 

multicamaras de 24 pozos (Figura 10A), lo que indica el despegue de las células 

entre sí y del sustrato. La proteína adherida al pozo disminuye significativamente a 

partir de 16 horas de tratamiento con OUA (Figura 10B) lo que indica que conforme 

aumenta el tiempo de exposición con OUA el contenido total de  proteína disminuye. 

La disminución del contenido total de proteína se puede atribuir a la pérdida de 

adhesión al sustrato de las células en cultivo. La RET disminuye aún antes y es 

significativa a partir de las 8 horas lo que demuestra que la OUA induce la apertura 

de las UE, unas horas antes de inducir el despegue celular (Figura 10C). 
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Para investigar si la ouabaína cambia la localización y/o cantidad de STAT3 

total teñimos la proteína con anticuerpos fluorescentes. En la condición control 

STAT3 total se localiza principalmente en el núcleo y la OUA reduce la cantidad de 

STAT3 nuclear (Figura 11). En las células control la cldn-2 se localiza en la UE en 

un patrón semejante a una malla de gallinero y en el interior celular. La OUA induce 

la endocitosis y degradación de la cldn-2 como se ha demostrado117. 

 

 

 

 

Figura 10. La ouabaína induce el desensamble de las UEs. Las células MDCK se cultivaron en 

multicámaras de 24 pozos con y sin 300 nM de ouabaína en función del tiempo. (A) Imágenes de 
contraste de fase de las monocapas tomadas a los tiempos en las horas indicadas. (B) Cantidad de 
proteína remanente adherida al sustrato y (C) Resistencia eléctrica transepitelial, en condiciones 
control (círculos azules) y con ouabaína (círculos rojos).  
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Para confirmar que STAT3 total disminuye e investigar su estado de 

activación se midió por electrotransferencia, inmunoblot e inmunodetección el 

contenido celular de STAT3 P(Y705) y STAT3 total. La fosforilación específica 

disminuye a partir de las 4 horas, lo que indica que la OUA induce la inactivación de 

STAT3 (Figura 12 A). Estos resultados indican que STAT3 primero se inactiva y 

luego se degrada, pues el contenido celular de STAT3 P(Y705) disminuye a partir 

de las 4 horas y el de STAT3 total hasta las 12 horas (Figura 12B,C).     

 

Figura 11. La ouabaína reduce el STAT3 nuclear y aumenta el citoplásmico. Las células MDCK 
se cultivaron con y sin 300 nM de ouabaína. En verde se muestra a la cldn-2, en rojo a STAT3 total 

y en azul los núcleos. 
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 Sabemos que la cldn-2 se degrada en los compartimentos lisosomales63, sin 

embargo, desconocemos cómo se degrada STAT3. Por esta razón es necesario 

investigar ahora cómo se degrada STAT3 
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Figura 12. La ouabaína a una concentración de 300 nM inactiva a STAT3 y disminuye su 

contenido celular. Análisis densitométrico de 6 experimentos independientes. (A) Fosforilación 
específica en la Y705, obtenida a partir de la relación entre pY705 STAT3 y STAT3 total, en función 
del tiempo con OUA, en condiciones control (círculos azules) y con OUA (círculos rojos). (B) 
Fosforilación en Y705 en función del tiempo con OUA, símbolos como en A, sobre la gráfica se 
muestra un ejemplo del inmunoblot. (C) Contenido celular de STAT3 total. *p < 0.05. 
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Objetivo 2 

 STAT3 es una proteína citosólica. Este tipo de proteínas suele degradarse 

en el proteasoma. Para demostrar esta posibilidad se cultivaron células MDCK de 

la manera ya descrita, pero en presencia de MG132, un inhibidor del proteosoma y 

se midio la cantidad de STAT3 total. El MG132 bloquea el efecto de la OUA sobre 

STAT3, demostrando que la OUA a altas concentraciones induce la degradación de 

STAT3 en el proteosoma (Figura 13 A).  En seguida se investigó si STAT3 es 

necesario para la adhesión celular en un experimento análogo al anterior, pero 

midiendo la proteina total que permanece adherida al sustrato, en presencia tanto 

de MG132 como de NH4Cl, un inhibidor del lisosoma, que inhibe la degradación de 

las moléculas de adhesión en general y de cldn-2 en particular. La OUA induce el 

despegue celular del sustrato, fenomeno que bloquea el MG132, pero no el NH4Cl, 

lo que indica que la adhesión al sustrato depende de una cantidad normal de STAT3 

en la célula (Figura 13B).  
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Figura 13. La OUA a una concentración de 300 nM induce la degradación proteosomal de 

STAT3. (A) Análisis densitométrico de STAT3 total en función del tiempo, en condiciones control 
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El hecho de que la OUA inactive transitoriamente y degrade 

permanentemente a STAT3 durante el despegue de las células del sustrato, sugiere 

que además de su contenido celular, es necesaria su actividad. Para investigar esta 

posibilidad disponemos de stattic, un inhibidor de STAT3 altamente específico, que 

impide su fosforilación en la Y705 y su dimerización. Esta substancia debería actuar 

como la OUA y potenciar su efecto. 

Objetivo 3 

Dado que la apertura de la UE es el primer efecto que se observó, se 

investigó el papel de la actividad de STAT3 en monocapas sembradas sobre filtros 

y se midió la RET. Como se mostró en la figura 10C, la OUA induce la disminución 

progresiva de la RET. Los resultados muestran que stattic acelera la disminución de 

la RET que inducen las concentraciones altas de ouabaína y que a una 

concentración de 50 M, por si solo, es capaz de reducir la RET más eficientemente 

que la OUA 300 nM (Figura 14). Estos resultados demuestran que las UE 

normalmente requieren de la actividad de STAT3 para mantenerse selladas. 
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Figura 14. La inhibición de STAT3 con stattic acelera la apertura de la UE inducida con OUA. 

La RET, un parámetro eléctrico que refleja el grado de hermeticidad de la UE, se midió en células 
sembradas en insertos, en condiciones control (círculos azules), en presencia de OUA 300 nM 
(círculos rojos), de stattic (círculos verdes) o de ambas substancias (círculos amarillos). Stattic 
provoca un efecto similar a la OUA y lo potencia.  
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Discusión 

 

Las uniones celulares, en particular las UEs, se regulan por substancias del 

exterior celular y/o del ambiente. Dos de esas substancias son el EGF y la 

ouabaína122. La OUA tiene efectos contrarios dependiendo de la concentración: 

mientras que a 10 nM, una concentración cercana a la hormonal, aumenta el sellado 

de la UE109 y la comunicación intercelular mediada por GAPs111, y se acelera la 

ciliación110, a altas concentraciones ( 300 nM) induce el despegue de las células 

vecinas y del sustrato123,113. En esta tesis se estudió el efecto sobre la adhesión de 

altas concentraciones de OUA y se demostró que el despegue inducido por OUA 

depende de la inactivación y degradación proteasomal de STAT3.  

No resulta extraño que STAT3 se degrade en el proteasoma, la vía de 

degradación más común de las proteínas citosólicas y muy común en las asociadas 

a la membrana por ejemplo la β-catenina15 o ZO-2124, pero es notable que la 

inhibición del proteasoma sea suficiente para bloquear el despegue de las células 

del sustrato (Figura 13B). Este resultado indica que la presencia de una cantidad 

normal de STAT3 total es crucial para mantener la adhesión. Falta investigar aún si 

la apertura de la UE también es dependiente de la inactivación y degradación de 

STAT3. En este sentido, se sabe que el EGF induce un aumento de la RET 

provocado por la endocitosis y degradación de la cldn-2, al mismo tiempo que la 

síntesis y fusión exocítica de la cldn-4 a la membrana mediante la activación de 

STAT365.  

Es común que las uniones celulares se degraden en módulos ensamblados 

que se internalizan como resultado de una señal, como la disminución drástica del 

Ca2+ extracelular o por procesos como la migración celular, y que arriben por la ruta 

endocítica o por el autofagosoma al lisosoma y se degraden124. Así, en el laboratorio 

se ha observado que el EGF induce la colocalización de la cldn-2 con p62, una 

proteína del autofagosoma, demostrando que esta cldn se degrada por autofagia 

(Resutados no publicados, Jessica Campos Blazquez). También se ha observado 

que la inhibición de STAT3 con stattic impide la endocitosis y degradación de la 

cldn-2 que desencadena el EGF65. Si la activación de STAT3 es crucial para la 
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adhesión celular esperamos que el tratamiento prolongado de las monocapas de 

células MDCK cultivadas sobre filtros, con altas concentraciones de stattic y la 

expresión de dominantes negativas de STAT3, promuevan la apertura de la UE. 

Aún más, considerando que STAT3 es crucial para la sobrevivencia celular, es muy 

probable que dichas manipulaciones experimentales provoquen finalmente la 

muerte celular. 

La serine/treonin cinasa Akt y la proteína diana de rapamicina en células de 

mamífero mTOR, son un nodo crucial en vías de señalización que regulan la 

supervivencia celular y proliferación129,130. Actualmente se ha demostrado que la 

OUA a altas concentraciones inactiva a Akt y mTOR en células tumorales en un 

proceso que conlleva a la disminución de la viabilidad, y a una reducción en el 

número de células adheridas al sustrato y la motilidad celular131. Ya que la vía de 

señalización de Akt/mTOR regula la expresión de STAT3 cabe esperar que la OUA 

300 nM también regule la vía Akt/mTOR132.  

La OUA a altas concentraciones primero inactiva a STAT3 y luego la degrada 

(Figura 12B y C). La inactivación específica de STAT3 no puede atribuirse a que el 

número de células vaya disminuyendo pues, además de que se cargó la misma 

cantidad de proteína en los geles, a las 16 h de tratamiento con OUA aún permanece 

la mayor parte de la monocapa celular (Figura 10 A). Al utilizar mutantes de STAT3 

que no se pueden fosforilar en la Y705 y/o la S727, podríamos confirmar que la 

inactivación es necesaria para la degradación de STAT3, si dichas mutantes se 

degradan más rápidamente con y aún sin OUA. Por el contrario, cabe esperar que 

las mutantes fosfomiméticas se degraden más lentamente con OUA. Ya 

disponemos de dichas mutante y las probaremos en el futuro.   

STAT3 parece actuar a varios niveles para regular la adhesión celular. En 

primer lugar, la OUA se une a la subunidad  de la Na+,K+-ATPasa, activa a la c-

Scr unida y ésta fosforila o promueve la autofosforilación del receptor al EGF100. 

Aparecen entonces sitios de unión para JAK que unen y fosforilaran a STAT36,66,67,69. 

También STAT3 podría participar en la endocitosis y/o como factor de transcripción. 

STAT3 seguramente tiene un papel bloqueando o promoviendo directamente la 

transcripción de reguladores de la estabilidad de los mensajeros de las cldn, como 
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el siRNA para miR-497121. Los promotores de las cldns -2 y -4 albergan secuencias 

de unión para las proteínas STAT y el EGF inhibe la expresión de un reportero bajo 

el control del promotor de la cldn-2 en células MDCK (Resultados no publicados, 

Catalina Flores-Maldonado).   

Conclusión 

 

En conclusión, en esta tesis se demuentra que la ouabaína, a altas 

concentraciones, induce el despegue celular a través de la inactivación y 

degradación proteasomal de STAT3. La proteína STAT3 es necesaria para 

mantener la adhesión celular.  
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